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kursiv geschrieben.
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Einleitung

1. Einleitung
1.1 Tumorentstehung

In gesundem Gewebe wird die Zell-Homdoostase durch eine strenge Regulation von
Wachstumssignalen und Zellzyklus kontrolliert. Somit wird die Zellzahl konstant gehalten
und Gewebearchitektur und -funktion werden aufrechterhalten. Kommt es jedoch zur
Deregulation dieses fein aufeinander abgestimmten Zusammenspiels, kdnnen Tumoren
entstehen. Diese zeichnen sich durch deregulierte Apoptose und unkontrolliertes
Zellwachstum aus und kénnen gesundes Gewebe verdrangen und zerstéren. Maligne
Tumoren, welche landlaufig als Krebs bezeichnet werden, besitzen die Fahigkeit,
Metastasen in anderen Korperregionen zu bilden, was eine schlechte Prognose zur Folge
hat. Da es sich bei der Tumorentstehung um einen mehrstufigen Prozess handelt, der
sich Gber Jahre entwickelt, treten Tumoren gehauft mit steigendem Alter auf. Mutationen
in der DNA, welche Uber Jahre akkumulieren, fiihren letztendlich zur Inhibition von
Tumorsuppressorproteinen bzw. zur Aktivierung von Onkogenen. Ausléser solcher
Mutationen stellen Karzinogene dar, welche beispielsweise in Tabakrauch, Abgasen oder
in der Nahrung zu finden sind. Des Weiteren kdnnen virale Infektionen oder verschiedene

Arten von Strahlung Mutationen und somit Krebs auslosen.

Aber nicht nur die mutierten Zellen, sondern auch deren Mikroumgebung tragen zur
Tumorentstehung bei. Um die Komplexitat der Tumorbiologie zu verstehen, wurden von
Hanahan und Weinberg (2000) in einer viel beachteten Publikation sechs Kennzeichen
von Krebszellen beschrieben (Abbildung 1). Demnach besitzen Tumorzellen die

folgenden Eigenschaften:

= Aufrechterhaltung proliferativer Signalwege

= Unempfindlichkeit gegenliber Wachstumssuppressoren
= Resistenz gegentber Zelltod

= Erlangung replikativer Unsterblichkeit

= Induktion von Angiogenese

= Aktivierung von Invasion und Metastasierung
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Aufrechterhaltung
proliferativer Signalwege

Unempfindlichkeit gegen
Wachstumssuppressoren

Resistenz gegenliber Zelltod

Aktivierung von Invasion

Induktion von Angiogenese D e

Erlangung replikativer
Unsterblichkeit

Abbildung 1: Die sechs Kennzeichen von Tumorzellen nach Hanahan und Weinberg
Tumorzellen besitzen die Fahigkeit, proliferative Signalwege aufrechtzuerhalten, sind
unempfindlich gegenliber Wachstumssuppressoren und resistent gegeniber Zelltod. Sie
erlangen replikative Unsterblichkeit, induzieren Angiogenese und aktivieren Invasion und
Metastasierung. Abbildung modifiziert nach Hanahan und Weinberg (2011).

Die markanteste Eigenschaft von Tumorzellen ist sicherlich die anhaltende Proliferation,
welche unter anderem durch eine verstarkte Expression von Wachstumsfaktoren oder
Rezeptoren bedingt sein kann. Auf3erdem kommt es oft zur konstitutiven Aktivierung
bestimmter Proteine in proliferativen Signalwegen. Besonders haufig sind k-Ras oder
b-Raf betroffen, welche zur Aktivierung des MAPK-Signalwegs fiihren, des Weiteren
kommt es zu Mutationen der PI3K, wodurch der Akt-Signalweg aktiviert wird (Yuan und
Cantley 2008, Jiang und Liu 2009, Souglakos et al. 2009, Yokota 2012). Um diese
proliferativen Effekte zu unterstitzen, werden auferdem Tumorsuppressoren wie Rb und
p53 reprimiert. Rb als zentrales Protein im Zellzyklus entscheidet abhangig von
Umgebungssignalen und dem Zustand der Zelle tber das Fortschreiten des Zellzyklus,
welcher ohne Rb unkontrolliert ablauft (Burkhart und Sage 2008). p53 kontrolliert den
Zellzyklus abhéangig von intrazellularem Stress und DNA-Schadigung (Junttila und Evan
2009).

Auch apoptotische Signale, welche zur Aktivierung von Caspasen und dadurch zum
Abbau der Zelle fihren, sind in Tumoren dereguliert. Der intrinsische Apoptoseweg wird
durch die Menge an pro- und antiapoptotischen Proteinen der Bcl-2-Familie reguliert,
wobei Bak und BAX die Integritat der Mitochondrienmembran stéren und zum Ausstrémen
apoptotischer Signale, allen voran Zytochrom C, aus den Mitochondrien fuihren. Durch

diese Signale wird die Initiatorcaspase 9 aktiviert. Extrinsische Faktoren aktivieren Uber



Einleitung

Fas-Liganden und -Rezeptoren Initiatorcaspase 8. Beide Initiatorcaspasen aktivieren
wiederum verschiedene Effektorcaspasen, welche durch ihre proteolytische Aktivitat zum
Abbau von Proteinen, Zellstrukturen und letztendlich der gesamten Zelle fiihren (Cotter
2009).

Replikative Unsterblichkeit erlangen Tumorzellen unter anderem durch die Fahigkeit,
Telomerase zu exprimieren, wodurch Tumorzellen mehr Replikationszyklen durchlaufen
kénnen als normale Zellen, welche durch die Verkirzung der Telomere bei jedem

Replikationsschritt altern und letztendlich absterben (Blasco 2005).

Um die Erndhrung und Versorgung des Tumors zu gewahrleisten und die stetig
wachsende Zellzahl zu versorgen, miussen neue BlutgefaBe gebildet werden. Unter
anderem VEGF-A und TSP-1 sind induzierend bzw. inhibierend an der Angiogenese
beteiligt. Dieser Prozess ist im adulten Gewebe nur nach Verletzungsprozessen aktiv und
fuhrt in Tumoren zu einer andauernden Neubildung von Blutgefafien (Hanahan und
Folkman 1996).

Invasion von Tumorzellen in gesundes Gewebe und die damit einhergehende
Metastasierung werden als kaskadenartige Abfolge mehrerer Einzelschritte gesehen,
welche durch zellbiologische Verénderungen initiert werden. Diese fuhren zu einer
lokalen Invasion mit darauffolgender Intravasation von Tumorzellen in benachbarte
Blut- und Lymphgefal3e. In diesen bewegen sie sich fort, um dann in entferntes Gewebe
einzuwandern (Extravasation), wobei sich Mikrometastasen bilden, die in Tumoren
auswachsen (Kolonialisation) (Talmadge und Fidler 2010). Die zellbiologischen
Veréanderungen, die zur Intravasation nétig sind, sind vielseitig; so kommt es unter
anderem zur Herunterregulation oder Inhibition von E-Cadherin (Berx und Van Roy 2009).
Dies stellt einen Schritt in der EMT dar, der Epithelialen-Mesenchymalen-Transition, durch
welche transformierte epitheliale Zellen die Fahigkeiten erhalten, in gesundes Gewebe
einzudringen und zu streuen. Des Weiteren sind Transkriptionsfaktoren wie Slug und
Snail an diesem noch nicht vollstdndig aufgeklarten Prozess beteiligt (Polyak und
Weinberg 2009).

Zwei weitere Fahigkeiten von Tumorzellen postulierten Hanahan und Weinberg 2011:
= Umprogrammierung des Energiemetabolismus

= aktives Ausweichen vor Immunzellen

Da der Energiemetabolismus in Tumorzellen auf aerobe Glykolyse umgestellt wird
(Warburg-Effekt), wird zur Energiegewinnung mehr Glukose bendtigt, weshalb verstarkt

Glukosetransporter exprimiert werden (Warburg 1956a, 1956b). Dadurch kdénnen die
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Zellen Intermediate der Glykolyse verwenden, um Nukleoside und Aminoséuren sowie
Zellorganellen zu synthetisieren, ein bekanntes Prinzip bei schnell wachsenden Zellen
(Vander Heiden et al. 2009). Des Weiteren ist es Tumorzellen scheinbar moglich, sich den
Immunzellen zu entziehen, die dieser Fahigkeit zugrunde liegende Regulation ist
allerdings unklar.

Um die oben beschriebenen Fahigkeiten zu erlangen, besitzen Tumoren zwei
Charakteristika: genomische Instabilitédt und tumorpromovierende Inflammation. Durch die
genomische Instabilitat kbnnen Mutationen akkumulieren (Negrini et al. 2010). Des
Weiteren sekretieren Immunzellen im Tumor Wachstums- und Uberlebensfaktoren sowie
angiogenetische Faktoren, welche Tumorgenese und Tumorprogression verstarken
(Grivennikov et al. 2010).

An den verschiedenen Fahigkeiten von Tumorzellen wird deutlich, dass viele komplexe
zellulare Veranderungen bei der Tumorentstehung zusammenspielen. All diese kénnen

jedoch nutzbar gemacht werden fir die Entwicklung von Antitumortherapeutika.

1.2 Therapien zur Behandlung von Tumoren

Zur Behandlung von Tumoren stehen die Mdéglichkeiten der Resektion, Strahlentherapie
und Chemotherapie zur Verfligung. Die zur Chemotherapie verwendeten Medikamente
nutzen die schnellere Replikations- und Proliferationsfahigkeit von Tumorzellen
gegenlber normalen Zellen, um erstere gezielt zu treffen. Allerdings weisen sie trotzdem
meist starke Nebenwirkungen auf. Meist werden verschiedene Medikamente kombiniert,

um den maximalen Behandlungseffekt zu erzielen und Nebenwirkungen zu minimieren.

Beim Kolonkarzinom sind zwei klassische Therapieschemata im Einsatz, welche mit
weiteren Medikamenten ergénzt werden koénnen. Das Grundschema besteht aus
Fluoruracil (5-FU) und Folinsdure. 5-FU wirkt als Antimetabolit und wird anstelle von
Pyrimidinbasen in Nukleinsauren eingebaut, zusatzlich wird die Thymidylat-Synthase
gehemmt, was insgesamt zur Inhibition der Synthese von Nukleins&duren fuhrt. Folinsdure
wirkt synergistisch zu 5-FU auf die Thymidylat-Synthase, verstarkt somit dessen Wirkung
und erhoht aul3erdem die Vertraglichkeit. Diesem Grundschema wird entweder der
Topoisomerasehemmer Irinotecan zugefiugt (FOLFIRI), wodurch Doppelstrangbriiche in
der DNA entstehen, oder Oxaliplatin (FOLFOX), welches zur Quervernetzung der DNA
fuhrt (De Gramont et al. 2000, Saltz et al. 2000, Tournigand et al. 2004, Pasetto et al.
2005).
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Die beiden Therapieschemata FOLFOX und FOLFIRI kdnnen durch weitere Medikamente
erganzt werden. So konnen nicht-k-Ras-mutierte Kolontumoren zusatzlich mit dem
therapeutischen Antikérper Cetuximab behandelt werden, welcher EGFR bindet und somit
die Ligandenbindung und das nachgeschaltete Signalleitungssystem inhibiert (Humblet
2004, Van Cutsem et al. 2009). Bevacizumab ist ebenfalls ein monoklonaler Antikorper, er
bindet und entfernt den Wachstumsfaktor VEGF und wirkt somit als Angiogenesehemmer
(Hurwitz et al. 2004, O’Connor et al. 2009).

Um die Therapiemdglichkeiten zu erweitern und zu verbessern und Nebenwirkungen fur
Patienten zu minimieren, wird an immer neuen und besseren Medikamenten geforscht. Im
Folgenden soll auf zwei Typen von Medikamenten genauer eingegangen werden, die im
Rahmen dieser Arbeit detailliert untersucht wurden: Antimitotische Substanzen und

Histon-Deacetylase-Inhibitoren.

1.2.1 Antimitotische Substanzen

Antimitotische Substanzen werden schon lange als Antitumormedikamente eingesetzt.
Sie wirken durch Inhibition des Auf- oder Abbaus der Mikrotubuli. Dies fuhrt zu
fehlerhafter Mitose und somit zur Zellzyklusblockade durch Aktivierung des
Spindel-Kontrollpunkts SAC (spindle assembly checkpoint), was oft den Zelltod zur Folge
hat (Jordan und Wilson 2004, Musacchio und Salmon 2007).

Ein bekannter Vertreter dieser Wirkstoffklasse ist Paclitaxel (Taxol), welches spezifisch
den Abbau der Mikrotubuli inhibiert (Yvon et al. 1999). Allerdings zeigen Substanzen, die
direkt auf Mikrotubuli wirken meist starke Nebenwirkungen. Zwar ist die
Mikrotubuli-Dynamik in der Mitose im Vergleich zur Interphase stark erhtht, dennoch
werden auch gesunde Zellen durch Inhibition der Mikrotubuli getroffen (Yvon et al. 1999).
Vor allem periphere Neuropathien, welche durch Inhibition von Mikrotubuli in
nicht-teilenden Zellen entstehen, stellen ein grofRes Problem dar (Rowinsky et al. 1993,
Rowinsky und Donehower 1995). Um diese Nebenwirkungen zu minimieren, wurden
antimitotische Substanzen entwickelt, welche nur auf Zellen in der Mitose wirken. Neben
den mitotischen Kinasen Aurora und PLK1, stellt das mitotische Kinesin Eg5 ein

Zielmolekul dieser Substanzen dar (Jackson et al. 2007).

Kinesine sind die Motorproteine der Zelle, welche unter ATP-Verbrauch entlang der
Mikrotubuli Organellen, Proteinkomplexe und mRNA transportieren. Auf3erdem sind sie an
Chromosomen- und Spindelbewegungen wahrend der Mitose beteiligt (Miki et al. 2005).
Das mitotische Kinesin Eg5 ist in der Mitose fur die korrekte Aufteilung der Chromosomen

auf die beiden Tochterzellen essentiell. Eg5 bewirkt die vollstandige Separation der
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Zentrosomen und somit die Ausbildung bipolarer Spindeln (Valentine et al. 2006, Huszar
et al. 2009, Ferenz et al. 2010). Wird Eg5 beispielsweise durch Monastrol inhibiert, so
werden monastrale Spindeln ausgebildet, wodurch an den Kinetochoren eine verringerte
Zugspannung detektiert wird, was den Spindel-Kontrollpunkt SAC aktiviert (Mayer 1999,
Kapoor et al. 2000). Dieser Kontrollpunkt verhindert bei inkorrekter Spindelanbindung das
Fortschreiten der Mitose und arretiert die Zellen zwischen Meta- und Anaphase. Als Folge
davon kommt es abhéngig von Zelltyp und antimitotischer Substanz zu Zelltod oder
Wiedereintritt der Zellen in die Interphase ohne erfolgte Zellteilung, was den Zelltod oder
die anschlieRende Genomreplikation zur Folge hat (Rieder und Maiato 2004, Weaver und
Cleveland 2005).

Da Eg5-Inhibitoren spezifisch auf mitotische Zellen wirken, zeigen sie deutlich
schwachere Nebenwirkungen als klassische antimitotische Substanzen wie Taxol (Lee et
al. 2008, Tang et al. 2008). Die Entwicklung effektiver Eg5-Inhibitoren stellt somit einen

vielversprechenden Schritt fir die Behandlung von Tumoren dar.

1.2.2 Histon-Deacetylase-Inhibitoren

Histon-Deacetylasen (HDAC) katalysieren die Deacetylierung der Lysinreste von
Histonschwanzen. Dadurch werden die Histonschwénze positiv geladen und die
Packungsdichte der Nukleosomen nimmt durch verstarkte Wechselwirkungen zwischen
negativ geladenem DNA-RIickgrat und den Histonen zu. Die DNA wird somit schlechter
zuganglich fur Transkriptionsfaktoren und die Transkription wird reprimiert. Zuséatzlich zu

ihrer Aktivitat gegeniiber Histonen, deacetylieren HDACs weitere zellulare Proteine.

HDACs werden in vier Klassen eingeteilt, wobei es sich bei den Klassen I, 1l und IV um
Zn'-abhangige, bei Klasse Ill, den Sirtuinen, um NAD"-abhangige Enzyme handelt.
HDACs der Klasse | beinhalten HDAC1, 2, 3, und 8 und werden ubiquitdr exprimiert.
Wahrend die HDACs 1-3 nukledr aktiv sind, wirkt HDAC8 auch zytosolisch. Neben
Histonen sind unter anderem p53, Rb und STAT3 Substrate von HDAC1-3 (Witt et al.
2009). Klasse lla beinhaltet die HDACs 4, 5, 7 und 9, Klasse Ilb HDAC6 und 10. Diese
treten sowohl nukleér als auch zytosolisch auf und pendeln teilweise zwischen diesen
Kompartimenten, sie besitzen meist gewebsspezifische Wirkung. HDACs der Klasse lla
kénnen durch Phosphorylierung reguliert werden und koppeln somit extrazellulare Signale
an die Transkriptionsregulation (Haberland et al. 2009). HDACs der Klasse IIb sind im
Zytosol lokalisiert und fur HDAC6 sind viele Nicht-Histonsubstrate bekannt, wie
beispielsweise a-Tubulin, Transmembranproteine, HSP90 und weitere Chaperone. Durch
seine Ubiquitinbindestelle kann HDACG6 ubiquitinierte Proteine direkt binden und an deren

weiterer Prozessierung mitwirken (Haberland et al. 2009, Marks 2010, Khan und La
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Thangue 2012). HDAC11, das einzige Mitglied der Klasse IV, ist in Tumoren oft
Uberexprimiert. Die Deletion von HDAC11 fihrt, unter anderem in Kolontumorzelllinien,
zur Inhibition der metabolischen Aktivitat und zur Induktion von Apoptose. Normale Zellen
werden jedoch nicht beeinflusst, weshalb HDAC11 ein interessantes Zielprotein fir die
Tumorforschung darstellt (Deubzer et al. 2012).

Histon-Deacetylase-Inhibitoren (HDACI) stellen eine neue, vielversprechende Gruppe von
Antitumorsubstanzen dar. Erste Anwendung finden zwei HDACi beim kutanen
T-Zelllymphom: Vorinostat (Zolinza, MSD, Whitehouse Station, NJ, USA; auch bekannt
als Suberoylanilid Hydroxamsaure (SAHA)) und Romidepsin (Istodax, Celgene, Summit,
NJ, USA; auch bekannt als Depsipeptid oder FK228) (Khan et al. 2008, Khan und La
Thangue 2012).

A

. A,
OH PO H (@ﬂ O

Abbildung 2: Strukturformeln zweier Histon-Deacetylase-Inhibitoren
A) zeigt die Struktur der Hydroxamséure Vorinostat, in B) ist die des Benzamid-Analogons
Entinostat dargestellt.

Histon-Deacetylase-Inhibitoren kénnen in verschiedene strukturelle Klassen eingeteilt
werden: kurzkettige Fettsduren, Hydroxamsauren, Benzamide, zyklische Tetrapeptide und
aliphatische Sauren.

Hydroxamsauren binden die katalytische Tasche der HDACs mit ihrem langen
aliphatischen Schwanz, wahrend das katalytisch essentielle Zink durch die polare
Hydroxamatgruppe chelatiert wird (Lindemann et al. 2004). Die genaue Interaktion von
Benzamiden mit dem aktiven Zentrum der Enzyme bleibt zu klaren (Mai et al., 2005).

Die Strukturformel zweier prominenter Vertreter dieser Klassen von HDACI, Vorinostat
und Entinostat, sind in Abbildung 2 dargestellt (Richon 2006, Hess-Stumpp et al. 2007,
Marks und Breslow 2007, Knipstein und Gore 2011). Wahrend es sich bei den
Hydroxamsduren (z. B. Vorinostat) um Pan-HDACi handelt, sind Benzamide wie

Entinostat meist Klasse I-spezifisch (Khan et al. 2008).
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Abbildung 3: Effekte von Histon-Deacetylase-Inhibitoren auf Tumorzellen

Inhibition von Histon-Deacetylasen (HDAC) bewirkt nicht nur die Acetylierung von Histonen,
auch andere Proteine werden verstarkt acetyliert. In welcher Weise Veranderungen des
Acetylierungsstatus durch Histon-Deacetylase-Inhibitoren (HDACI) die Zelle beeinflussen, ist
hier dargestellt. Abbildung modifiziert nach Khan und La Thangue (2012).

Abkirzungen: ROS - reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species), SAC -
Spindel-Kontrollpunkt (spindle assembly checkpoint)

Die niedermolekularen HDACI induzieren in Tumorzellen ein breites Spektrum an
Reaktionen: Zellzyklusarrest, Apoptoseinduktion, Zelldifferenzierung, Autophagie und
antiangiogenetische Effekte (Abbildung 3). Die Genexpression wird durch HDACI jedoch
nur minimal beeinflusst, so &nderte sich die Expression bei nur 5-10 % aller untersuchten
Gene nach Behandlung mit HDACi (Peart et al. 2005). Dies deutet darauf hin, dass die
HDACI auf mRNA-Ebene auftritt.

Mechanismen ihrer Antitumorwirkung sind jedoch weitestgehend ungeklart. Bekannt ist

Hauptwirkung von nicht Die grundlegenden
eine HDACi-abhangige Induktion von p21, wodurch ein Zellzyklusarrest ausgelost wird;
des Weiteren werden Cycline herunterreguliert (Marks 2010, Khan und La Thangue
2012).

funktionsfahiges p53 oder Rb und damit keinen funktionellen G1/S-DNA-Schadigungs-

Da die meisten Tumorzellen im Gegensatz zu normalen Zellen kein
Kontrollpunkt besitzen, kommt es durch Induktion von p21 in Tumorzellen zu einem
abweichenden Zellzyklusarrest. Dies konnte zur Apoptose der Tumorzellen fuhren,
wohingegen normale Zellen verschont bleiben (Glaser et al. 2003). Des Weiteren

aktivieren HDACi in normalen Zellen einen G2-Kontrollpunkt, der in Tumorzellen
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beschadigt ist und so zu tumorspezifischem Zelltod fihrt (Qiu et al. 2000). Aul3erdem
werden durch HDACI in Tumorzellen im Vergleich zu gesunden Zellen verstarkt reaktive
Sauerstoffspezies (ROS, reactive oxygen species) gebildet, welche die Induktion des
Zelltods verstarken (Fouladi 2006). Moglicherweise liegt hierin die spezifische Wirkung
von HDACI auf Tumorzellen und die geringe Wechselwirkung mit gesunden Zellen
begrindet. Diese Eigenschaft macht HDACi zu sehr vielversprechenden
Antitumorkandidaten und die detaillierte Erforschung ihrer Wirkmechanismen zu einem

wichtigen Thema in der Tumorforschung.

1.3 Epigenetische Faktoren zur Regulation der Genexpression

Bei der Regulation der Genexpression spielen epigenetische Faktoren eine grofRe Rolle.
Diese Faktoren sind nicht in der DNA kodiert, kobnnen aber trotzdem Uber Generationen
auf Tochterzellen vererbt werden. Es handelt sich dabei um kovalente Modifikationen der

DNA und der DNA-assoziierten Proteine, der Histone.

DNA-Methyltransferasen bewirken beispielsweise die Methylierung der DNA an
Cytidin-Basen in Cytosin-Guanosin-Nukleotid-Dimeren (CpG). Durch Bindung spezifischer
Proteine an diese methylierten Cytosine kommt es zur Kondensation der betroffenen
DNA-Region und somit zur Repression assoziierter Gene. Dieser Mechanismus wird
beispielsweise von Tumorzellen genutzt, um Tumorsuppressorgene zu inaktivieren
(Esteller 2002).

Histone werden hauptsachlich an ihren N-terminalen Schwanzen posttranslational
modifiziert. Jeweils 8 Histone (je zweimal H2A, H2B, H3 und H4) bilden die Grundeinheit
des Chromatins, um sie winden sich 146 Basenpaare DNA und bilden so ein Nukleosom
(Luger et al. 1997). Durch Modifikation der N-terminalen Histonschwanze kann die
Packungsdichte des Chromatins und somit die Zuganglichkeit fur Transkriptionsfaktoren
reguliert werden. Lysinreste verlieren durch Acetylierung ihre positive Ladung und es
kommt zur AbstofRung zwischen Acetylgruppen und negativ geladenem DNA-RUckgrat,
was eine verringerte Packungsdichte des Chromatins zur Folge hat. Die DNA wird somit
fur Transkriptionsfaktoren besser zuganglich und die betroffenen Gene werden verstarkt
exprimiert (Gregory et al. 2001). Diese Acetylierung von Lysinresten wird durch
Histon-Acetyltransferasen (HAT) vermittelt, wahrend Histon-Deacetylasen (HDAC) fur die
Deacetylierung zustandig sind. Die Aktivitdt von HATs und HDACs wird in Komplexen mit
Transkriptions- und Cofaktoren reguliert, wodurch die Enzyme zu spezifischen Zielgenen

rekrutiert werden. Neben der Acetylierung an Lysin werden Histone auch durch
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Methylierung und Phosphorylierung modifiziert. Zur Phosphorylierung kommt es an Serin,
Threonin und Tyrosin. Methyliert werden Lysin und Arginin durch das Zusammenspiel von
Histon-Methyltransferasen (HMT) mit Histon-Demethylasen (KDM), wobei jede
Aminosaure mit bis zu drei Methylgruppen belegt werden kann. Der Effekt dieser
Modifikationen hangt stark von der Position der modifizierten Aminosaure im Histon sowie
vom betroffenen Promotor ab (Dawson und Kouzarides 2012).

Neben dem  direkten = Zusammenhang  zwischen  Histonmodifikation  und
DNA-Packungsdichte haben Histonmodifikationen auch indirekte, positionsspezifische
Funktionen (Kouzarides 2007, Campos und Reinberg 2009). Diese werden in der
Histon-Code-Hypothese beschrieben, welche den Modifikationen spezifische Funktionen
zuordnet (Jenuwein und Allis 2001). Sie besagt, dass sich verschiedene Modifikationen
gegenseitig beeinflussen und spezifischen Einfluss auf die Transkription haben.
Bestimmte Proteine, die Reader, konnen diese Modifikationen erkennen und bilden

Proteinkomplexe aus, die die Genexpression beeinflussen.

Histon H3 besitzt den langsten N-terminalen Schwanz und die spezielle Position am
Nukleosom ermoglicht weitreichende Interaktionen mit der Linker-DNA, weshalb der
Modifikationsstatus von Histon H3 die Chromatinstruktur besonders stark beeinflusst
(Richmond et al. 1984, Zlatanova et al. 1998).

1.3.1 Phosphorylierungen von Histon H3 in der Interphase

Nach Aktivierung durch ERK1/2 und p38 MAPK bewirken die nuklearen Kinasen MSK1
und MSK2 in der Interphase die Phosphorylierung von Histon H3 an Serin 10 und
Serin 28 (Deak et al., 1998). Als nukleosomale Antwort auf Mitogen- und Stress-Stimuli
kommt es in Promotorregionen von IEGs (immediate early genes, unmittelbar friihe
Gene), wie c-jun und c-fos, zu diesen Phosphorylierungen, was die Transkription der
Gene induziert (Thomson et al. 1999, Soloaga et al. 2003). Allerdings liegen Serin 10 und
Serin 28 nie gleichzeitig am selben Histon H3-Schwanz phosphoryliert vor und auch kaum

an benachbarten Nukleosomen (Dyson et al. 2005).

Dephosphoryliert wird Histon H3 an Serin 10 durch die regulatorische Phosphatase PP2A.
14-3-3-Adaptorproteine hingegen binden doppelt modifiziertes Histon H3 (S10pK9ac oder
S10pK14ac) und schitzen Serin 10 dadurch vor der Dephosphorylierung. Die
Acetylierung von Lysin 9 oder Lysin 14, welche durch HDACI verstarkt wird, stabilisiert
somit die Phosphorylierung an Serin 10 und seine aktivierende Wirkung. Auch im
Promotor des CDK-Inhibitors p21 konnten diese Modifikationen beobachtet werden, was
die Induktion von p21 durch HDACI erklart (Simboeck et al. 2010).
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Die Phosphorylierung von Histon H3 an Threonin 11 erfolgt in der Interphase durch die
Chromatin-assoziierte Kinase Chkl und hat die Transkription zellzyklusregulatorischer
Gene wie z.B. cdkl zur Folge. Nach DNA-Schadigung wird Chkl durch ATR
phosphoryliert, dissoziiert vom Chromatin und es kommt zur transkriptionellen
Repression. Die reprimierte Expression von CDK1 aktiviert wiederum PP1ly, welche die
Phosphorylierung an Threonin 11 weiter verringert (Shimada et al. 2008, 2010).

1.3.2 Phosphorylierungen von Histon H3 in der Mitose

In der Mitose spielen die Phosphorylierungen von Histon H3 an Serin 10 und Serin 28
eine wichtige Rolle bei der Chromatinkondensation und der damit assoziierten
Transkriptionsrepression (Gurley et al. 1978). In der Interphase induzieren sie hingegen
die Transkription von IEGs, wie c-jun und c-fos (Clayton et al. 2000). Somit besitzen diese
Phosphorylierungen stark kontextspezifische Funktionen. Wahrscheinlich bestimmt der
Grad der Chromatinphosphorylierung, welcher wahrend der Mitose erheblich grofl3er ist

als in der Interphase, die Auswirkung auf die Transkription (Sawicka und Seiser 2012).

Wahrend der Mitose verhalten sich die Phosphorylierungen an Serin 10 und Serin 28 sehr
ahnlich in ihrer zeitlichen und ortlichen Abfolge und treten gleichzeitig mit der
Chromosomenkondensation auf. Die Phosphorylierung an Serin 10 ist fir die Initiation der
Chromosomenkondensation essentiell, nicht jedoch fur deren Andauern (Van Hooser et
al. 1998). Durch Aurora B phosphoryliert, steigt der Phosphorylierungsgrad von Serin 10
und Serin 28 mit Beginn der G2-Phase an perizentromerem Heterochromatin an und
breitet sich Uber die gesamten Chromosomenarme aus. In der Metaphase wird die
maximale Phosphorylierung erreicht, gefolgt von einer rapiden Abnahme bis hin zur
frihen Telophase, wobei die Phosphorylierung an Serin 10 zuerst ansteigt, wahrend die
an Serin 28 wiederum zuerst abfallt (Hendzel et al. 1997, Hsu et al. 2000, Giet und Glover
2001, Goto et al. 2002, McManus und Hendzel 2006). Nach der Trennung der
Chromosomen dissoziiert Aurora B, aulRerdem kommt es durch PPl zur
Dephosphorylierung. PP1 halt auch auferhalb der Mitose die Phosphorylierung von
Serin 28 auf einem undetektierbaren Niveau (Goto et al. 2002). Durch eine inhibierende
Phosphorylierung an Threonin 320 wird die Aktivitdt von PP1 wéahrend der Mitose
reprimiert (Kwon et al. 1997).

Die Phosphorylierung von Histon H3 an Threonin 11 in der Mitose unterscheidet sich
oOrtlich und zeitlich von der an Serin 10 und Serin 28 und tritt, beginnend in der Prophase,
bis zur frihen Anaphase hin vor allem in zentromeren Regionen auf (Preuss et al. 2003).
Die Phosphorylierung der Serine beginnt hingegen friher, dauert langer an und liegt vor

allem auf den Chromosomenarmen vor (Hendzel et al. 1997, McManus und Hendzel
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2006). Als Kinase von Histon H3 an Threonin 11 wurde DAPK3 identifiziert, eine ubiquitér
vorkommende nukleédre Kinase, welche von der Prophase bis zur Anaphase an den
Zentromeren lokalisiert ist (Preuss et al. 2003). Zhou et al. (2008 a) postulierten, die
Phosphorylierung von Threonin 11 konnte als Erkennungscode fur den Kinetochor-Aufbau
und als Kontrollpunkt zwischen Metaphase und Anaphase dienen.

1.4 Spharoide zur Testung der Wirksamkeit von

Antitumorsubstanzen

Die praklinische Testung von Antitumorsubstanzen beruht hauptsachlich auf
zweidimensionalen Zellkulturmodellen. Allerdings sind diese weit entfernt von der
klinischen Situation im Patienten und stellen oft nur relativ schlechte Pradiktoren fur die
Wirksamkeit von Substanzen dar (Kunz-Schughart et al. 2004). Dies spiegelt sich
besonders deutlich in der hohen Durchfallrate von Wirkstoffkandidaten in klinischen
Studien wider, welche in der Onkologie bei 95 % liegt (Collins und Workman 2006).

Vor allem das Tumor-Mikromilieu, welches durch die extrazellulare Matrix, Stromazellen
und die dreidimensionale Zellarchitektur entsteht, fehlt im zweidimensionalen
Zellkulturmodell vollstandig (Mueller und Fusenig 2004). Letztendlich liegt hierin auch
teilweise das Problem bei der Verwendung von Xenograft-Modellen, da das Mikromilieu
murinen Ursprungs ist, aul3erdem ist die subkutane Lokalisation des Tumors &uf3erst
artifiziell (Kelland 2004, Teicher 2006). Um die Effizienz der Wirkstoffentwicklung zu
erhdhen, sind daher neue Modelle nétig, welche das Tumor-Mikromilieu einbeziehen, um
bereits in der praklinischen Phase die Wirksamkeit neuer Wirkstoffkandidaten

aussagekraftig vorherzusagen.

Bereits in den 1940er Jahren wurden erste grundlegende Versuche mit dreidimensionalen
Zellclustern durchgefuihrt und in den 1970er Jahren wurden Spharoide erstmals als
in vitro-Modelle fur die Tumortherapie eingesetzt (Holtfreter 1944, Moscona und Moscona
1952, Sutherland et al. 1970). Die Methoden zur Herstellung von Spharoiden haben sich
zwischenzeitlich nur wenig geandert und beruhen auf dem Prinzip, den Zellen keine
Adhasionsflache zu bieten und sie so zur Aggregation zu zwingen. Um Spharoide im
gro3en Ansatz herzustellen, werden Spinnerflaschen verwendet, in welchen durch
standiges Rihren ein Anheften der Zellen verhindert wird; demselben Prinzip unterliegen
Rollerflaschen (Sutherland et al. 1970). Beim Liquid-Overlay-Verfahren werden
Zellkulturplatten mit Agarose beschichtet um die Anheftung der Zellen an der Platte zu
unterbinden (Carlsson und Yuhas 1984). Diese Methode kann auch in Mikrotiterplatten

angewendet werden und eignet sich besonders, um einzelne Spharoide fir die
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Behandlung mit Wirkstoffen zu generieren. Die Technik des hangenden Tropfens
(hanging drop) erzeugt einzelne Sphéaroide in kleinen Tropfchen, die an der Unterseite
von Zellkulturplatten hangen, kann aber nur zur kurzfristigen Sphéaroidgenerierung
eingesetzt werden und ist ungeeignet fur die Behandlung mit Substanzen (Kelm et al.
2003).

Dreidimensionale Tumorspharoide spiegeln viele Eigenschaften humaner Mikrotumoren
wider, da sie Mikromilieu, Zellarchitektur und Interaktionen zwischen Tumorzellen
imitieren.  Durch ihre dreidimensionale Struktur entsteht eine differenzierte
Tumorarchitektur mit unterschiedlichen Zelleigenschaften. So entsteht im Sphéroid,
ahnlich wie im avaskularen Mikrotumor, ein Gradient von Sauerstoff und Nahrstoffen, was
dazu fihrt, dass die Zellen im Spharoidinneren, abhangig von der SpharoidgréRe
nekrotische Eigenschaften zeigen, wohingegen die Proliferation zum Sphéaroidduf3eren hin
zunimmt (Friedrich et al. 2007a, Lin et al. 2008).

Im Vergleich mit zweidimensionalen Monolayerzellen wurde in verschiedenen
Zellsystemen (MCF-7 Mammakarzinomzellen; HT-29, HCT-116 wund DLD-1
Kolonkarzinomzellen) mit unterschiedlichen Wirkstoffen (Paclitaxel, 5-FU, Irinotecan)
gezeigt, dass Spharoide resistenter gegenuber Wirkstoffbehandlungen sind und die
ICso-Werte denen in der klinischen Situation mehr entsprechen (Nicholson et al. 1997,
Mellor et al. 2005, Zhang et al. 2005, Friedrich et al. 2007b). Des Weiteren kdnnen
Unterschiede in der Genexpression zwischen Sphéroiden und Monolayerzellen detektiert
werden, wobei die Genexpression in Sphéaroiden eher der des nativen Gewebes
entspricht (Lawlor et al. 2002, Gaedtke et al. 2007, Chang und Hughes-Fulford 2009). Um
der invivo-Situation noch naher zu kommen, kdnnen neben Zelllinien auch primére
Tumorzellen, beispielsweise aus Biopsien, zur Sphéroidgenerierung eingesetzt werden.
Dadurch wird die ex vivo-Behandlung von Tumoren ermdglicht, was eine Vorselektion von

aussichtsreichen Medikamenten vor Therapiebeginn mdglich macht.

Sphéaroide bieten somit die Moglichkeit, bereits in der praklinischen Forschung mit einem
tumornahen  System zu arbeiten und ermdglichen eine  umfangreiche
Wirkstoffcharakterisierung bereits in den frihen Phasen der Medikamentenentwicklung.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Sphéaroidtechnologie mit Protein-Mikroarrays

kombiniert, um ausfihrliche Wirkprofile von neuen Antitumorsubstanzen zu generieren.
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1.5 Protein-Mikroarrays

Mikroarrays spielen seit den 1990er Jahren eine stetig wachsende Rolle in der
biochemischen Forschung. Sie zeichnen sich vor allem durch hohe Parallelisierbarkeit
und einen minimalen Probenverbrauch aus. Dadurch werden Experimente beschleunigt
und die Analysen grof3er Probenmengen ermoglicht. Protein-Mikroarrays eignen sich
somit bestens fiir systembiologische Ansatze. Die Miniaturisierung des Systems bedingt
aulBerdem, nach Roger Ekins ambient analyte assay-Theorie (Ekins 1989, Ekins und Chu
1991), eine hohe Sensitivitat: Da die Fangermolekile im Mikrospot in hoher Dichte auf
einer sehr geringen Flache immobilisiert sind, ist die lokale Signalintensitat sehr grof3,
wodurch mit wenigen Analyten ein hohes Signal generiert wird. AuBerdem andert sich die
Konzentration der Analyten in Lésung durch Bindung an die wenigen Fangermolekule nur
unwesentlich, wodurch Mikroarrays von Probenvolumen und Antikbperkonzentration

unabhéangig sind und auch sehr geringe Analytmengen detektiert werden kénnen.

Bei DNA-Mikroarrays werden chemisch synthetisierbare Oligonukleotide auf einer festen
Phase immobilisiert. Somit kann die Proteinexpression auf mRNA-Ebene untersucht
werden (Schena et al. 1995). Aufgrund der problemlosen Replizierbarkeit der
Fangermolekille mittels chemischer Synthese, ist diese Art von Mikroarrays weit
verbreitet. Im Gegensatz dazu werden fir Protein-Mikroarrays meist Antikorper als
Fangermolekille bendtigt. Diese kdnnen nicht synthetisiert werden, sondern missen
aufwandig generiert werden. AulRerdem gibt es starke Unterschiede in der Spezifitat der
Antikorper-Antigen-Bindung, weshalb die Qualitat der Antikdrper einen essentiellen und
limitierenden Faktor bei Protein-Mikroarrays darstellt. Ein deutlicher Vorteil besteht jedoch
darin, dass die Analyse direkt auf Proteinebene stattfindet. Somit kdnnen auch
Protein-Isoformen und Proteinmodifikationen detektiert werden und die Ergebnisse
werden nicht durch Differenzen zwischen mRNA- und Proteinniveau verfalscht (Gygi et al.
1999, Templin et al. 2002, Stoll et al. 2005). Neben Protein-Mikroarrays stellt die
Massenspektrometrie (MS) eine Standardmethode zur Proteinanalyse dar. Durch
MS-Analysen konnen wenige Proben ausgiebig auf ihren Proteinexpressions-
und -modifikationsgrad untersucht werden. Somit kénnen ohne Vorwissen im
Schrotschuss-Verfahren groRe Datenmengen generiert werden. Im Gegensatz zum
zielgerichteten Protein-Mikroarray ist der Probenverbrauch aber sehr gro3 und die
Vermessung vieler Proben kostspielig. AuRerdem werden vorrangig diejenigen Proteine
detektiert, die in grol3er Zahl vorkommen. Durch verschiedene Methoden ist es zwar
mdglich, weniger haufig vorkommende Proteine anzureichern und somit der MS-Analyse
zuganglich zu machen, dieser Schritt birgt aber immer die Gefahr, Informationen zu

verlieren (Gygi et al. 2000, Hoeppe et al. 2011).
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Abbildung 4: Vergleich der Formate von Protein-Mikroarrays

Der Forward Phase Protein-Mikroarray entspricht einem miniaturisierten ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay): Spezifische Antikorper werden auf der festen Phase
immobilisiert und mit Probenlysat inkubiert. Beim Reverse Phase Protein-Mikroarray wird
hingegen das Probenlysat auf der festen Phase immobilisiert und mit Antikdrpern inkubiert;
diese entspricht somit einem miniaturisierten Dot Blot. Die Detektion erfolgt jeweils Uber
fluoreszenzmarkierte Sekundarantikérper. Abbildung modifiziert nach Kramer (2006).

Bei Protein-Mikroarrays konnen zwei Varianten unterschieden werden, der Forward
Phase Protein-Mikroarray, bei dem die Fangermolekile, also Antikérper, auf der festen
Phase immobilisiert werden und der Reverse Phase Protein-Mikroarray (RPPA), bei dem
die Probenlysate immobilisiert werden. Als feste Phase dienen, je nach verwendeter
Technologie, planare Glasobjekttrager oder Mikrospharen. In Abbildung 4 sind die beiden
Varianten des Protein-Mikroarrays dargestellt.

Der Forward Phase Protein-Mikroarray entspricht einem miniaturisierten ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay; Engvall und Perlmann 1971), hierbei werden spezifische
Antikodrper auf einer festen Phase immobilisiert und mit den zu analysierenden Proben
inkubiert, detektiert wird mit einem spezifischen ZweitantikGrper. Somit entsteht ein
Sandwich-Immunoassay, welcher sich durch eine besonders hohe Spezifitat auszeichnet,
da jeder Analyt durch zwei unabhangige Antikérper gebunden werden muss um ein Signal
zu generieren (Nielsen et al. 2003). Allerdings werden dadurch pro Analyt zwei
spezifische Antikérper mit verschiedenen Epitopen bendtigt, was einen limitierenden
Faktor darstellt. Bei einer anderen Variante des Forward Phase Protein-Mikroarrays wird
die Probe direkt fluoreszenzmarkiert, wodurch kein zweiter spezifischer Antikorper
bendtigt wird (Haab et al. 2001). Allerdings muss dabei eine gleichmaliige Markierung der
Molekile gewahrleistet werden.

Beim Reverse Phase Protein-Mikroarray wird die Probe direkt auf der festen Phase

immobilisiert, sodass ein spezifischer Antikorper zur Detektion ausreicht; diese Variante
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des Protein-Mikroarrays entspricht somit einem miniaturisierten Dot Blot (Paweletz et al.
2001). Prinzipiell werden beim Reverse Phase Protein-Mikroarray einzelne Analyten
parallel in einer Vielzahl von Proben analysiert, wahrend beim Forward Phase
Protein-Mikroarray parallel viele Analyten in einer einzelnen Probe untersucht werden. Die
Detektion erfolgt in beiden Fallen meist durch Fluoreszenz. Hierfir wird entweder der
Detektionsantikorper direkt fluoreszenzmarkiert oder ein weiterer speziesspezifischer

fluoreszenzmarkierter Sekundarantikorper eingesetzt.

1.5.1 Reverse Phase Protein-Mikroarrays

Beim Reverse Phase Protein-Mikroarray (RPPA) wird ein minimales Volumen eines
komplexen Proteinextrakts in Mikrospots auf einer hydrophoben Oberflache immobilisiert.
Das System eignet sich besonders zur vergleichenden Analyse von Proteinexpression
und -modifikation zwischen verschiedenen Proben. Als Probenmaterial kann neben
Zellkulturmaterial auch gefrorenes oder Paraffin-eingebettetes Gewebe verwendet
werden, wobei Tumor- versus Normalgewebe oder verschiedene Behandlungen

verglichen werden (Pirnia et al. 2009, Braeuning et al. 2011).

Durch Verwendung eines denaturierenden Lysepuffers wird gewahrleistet, dass sich der
Proteinstatus nach Probengenerierung nicht mehr verandert. Zur Immobilisation der
Proben werden meist kontaktlose piezoelektrische Mikroarrayer verwendet, welche sich
durch eine besonders hohe Prazision und gute Reproduzierbarkeit auszeichnen. Zur
Immobilisation der Proben wird als hydrophobe Oberflache oft Nitrozellulose verwendet,
welche jedoch einen relativ hohen intrinsischen Hintergrund und teils Inhomogenitaten bei
der Proteinadsorption zeigt. Ein kommerzielles System, welches diese Probleme umgeht
ist die ZeptoMARK Technologie (Bayer Technology Services, Leverkusen). Dieses
System beruht auf der Technologie des planaren Wellenleiters (PWG, planar waveguide)
und verwendet mit Tantalpentoxid beschichtete Glasobjekttrager, an die Proteine Uber
hydrophobe Wechselwirkungen zu selbstausgerichteten Alkylphosphaten binden kénnen
(Duveneck et al. 1997, Textor et al. 2000). An den Langsseiten dieser Mikroarray-Chips
sind Beugungsgitter eingeatzt, durch welche ein Laserstrahl (635 nm oder 532 nm) in die
hochbrechende, 150 nm diinne Schicht aus Tantalpentoxid eingekoppelt werden kann. So
entsteht ein evaneszentes Anregungsfeld, welches nur ca. 100 nm in die Ldsung Uber
dem Mikroarray-Chip hineinragt. Fluorophore, die sich innerhalb dieses Feldes befinden,
werden angeregt und tragen so zum Gesamtsignal bei, welches tber eine CCD-Kamera
detektiert wird. Durch das schmale evaneszente Feld werden nur Fluorophore angeregt,
welche direkt Uber Antikdrper an die immobilisierten Proteine gebunden sind. Fluorophore

in Losung befinden sich aul3erhalb des Feldes und tragen nicht zum Gesamtsignal bei,
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was ein vorteilhaft grof3es Signal-Rausch-Verhaltnis bewirkt (Pawlak et al. 2002a, 2002b,
Voshol et al. 2009).

N

150

400 Hm
pl

380
Mikrospots

Abbildung 5: Darstellung eines Mikroarray-Chips

Jeder Mikroarray-Chip besteht aus sechs Subarrays auf welchen die denaturierend lysierten
Zelllysate immobilisiert sind. An den Randern der Mikroarray-Chips sind Beugungsgitter
eingeatzt, durch welche der Laserstrahl eingekoppelt wird, wodurch an der Chipoberflache
ein evaneszentes Anregungsfeld entsteht. Jeder Subarray besteht aus 380 Mikrospots mit
einem Durchmesser von ca. 150 um. Drei Spalten dienen der Referenzierung, hier wird
fluoreszenzmarkiertes BSA (Rinderserumalbumin) immobilisiert. Im Mikrospot ist in einem
Probenvolumen von ca. 400 pl das komplexe Proteingemisch immobilisiert.

Die Mikrospots mit einem Volumen von ca. 400 pl und einem Durchmesser von
ca. 150 um sind auf dem Mikroarray-Chip in sechs Subarrays von je 5x 7 mm Grofe
immobilisiert (Abbildung 5). Diese bestehen aus je 380 Mikrospots, die in 19 Spalten und
20 Zeilen angeordnet sind. Jede Probe kann in Replikaten und variierenden
Konzentrationen immobilisiert werden, wobei die Belegung je nach Anzahl der Proben
variiert. Spaltel, 10 wund 19 Dbestehen aus fluoreszenzmarkiertem BSA
(Rinderserumalbumin), welches zur Referenzierung dient. Da der Laserstrahl ins
Beugungsgitter links der Proben eingekoppelt wird, breitet sich das evaneszente Feld von
links nach rechts Uber dem Subarray aus, dies filhrt zu einer Abnahme der
Anregungsstarke in dieser Richtung. Durch die Referenzproben kénnen solche

Feldinhomogenitaten korrigiert werden.

1.5.2 Mikrospharenbasierte Protein-Mikroarrays

Wahrend die Probenidentifikation beim planaren Mikroarray durch die x-y-Koordinate und
somit die Position innerhalb des Mikroarrays gegeben ist, werden die Proben beim
mikrospharenbasierten Mikroarray auf farblich markierten Mikrospharen immobilisiert. Die
in dieser Arbeit verwendete xMAP-Technologie der Firma Luminex (Austin, TX, USA)
stellt 500 farblich differenzierbare Mikrosphéaren bereit. Diese 5,6 um grof3en
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Mikrospharen aus Polystyrol kdnnen durch unterschiedliche Kombinationen von drei
Fluoreszenzfarbstoffen im Auslesegerat unterschieden werden. Auf den Mikrosphéren
konnen verschiedene Mikroarrayformate realisiert werden, wobei die Komponenten tber
Aktivester kovalent an Carboxylgruppen der Mikrospharenoberflache gebunden werden.

In dieser Arbeit wurden Peptide auf den Mikrospharen immobilisiert, welche direkt mit
Antikorpern gefangen wurden. Die Detektion erfolgt dber speziesspezifische,
Phycoerythrin-markierte Sekundarantikorper. Ein Signal wird vom Auslesegerat dann
detektiert, wenn neben dem mikrospharenspezifischen Fluoreszenzsignal auch ein Signal

des Phycoerythrins detektiert wird.
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2. Zielsetzung

Die Therapie hochkomplexer Tumorerkrankungen stellt die Medikamentenentwicklung vor
eine grofle Herausforderung. Dies zeigt sich besonders deutlich an den geringen
Erfolgsraten klinischer Studien in der Onkologie.

Oft werden erst in spaten Phasen der Medikamentenentwicklung, zusatzlich zum
eigentlichen Angriffsziel, sekundare Wirkmechanismen und Zielproteine bekannt. Im
schlimmsten Fall kdnnen diese schwere Nebenwirkungen und somit den Abbruch der
Medikamentenentwicklung zur Folge haben. Aus diesem Grund sollten die Wirkprofile
neuer Medikamentenkandidaten bereits in frihen préklinischen Phasen ausfiihrlich
charakterisiert werden. Hierfir eignen sich komplexe Aktivitatsanalysen von

Signalwegsproteinen mittels Protein-Mikroarrays.

In dieser Arbeit wurden Reverse Phase Protein-Mikroarrays eingesetzt, um die
Wirkmechanismen  proprietarer  Antitumorsubstanzen auf invitro  generierten
Tumorsphéaroiden zu analysieren. Mit ihrer dreidimensionalen Struktur imitieren
Tumorspharoide Mikrotumoren im Patienten, wodurch das System der klinischen Situation
nahekommt und die Analyse von Wirkstoffkandidaten auf tumornahem Material ermdglicht

wird.

Die analytische Methode des Reverse Phase Protein-Mikroarrays sollte an die nur wenige
tausend Zellen grof3en Sphéaroide angepasst werden. Neben Zellliniensphéroiden aus
HT-29 und NCCIT sollten Sphéaroide aus primdrem Patientenmaterial der Analyse
zuganglich gemacht werden. Uber 200 Assaysysteme sollten etabliert werden, um die
komplexen Wirkmechanismen der Medikamentenkandidaten zu analysieren. Ein
Kinesin-Inhibitor, welcher das mitotische Kinesin Eg5 hemmt, sowie zwei Klassen von
Histon-Deacetylase-Inhibitoren (HDACI) sollten analysiert werden: ein Pan-HDACI sowie
ein Klasse I-spezifischer HDACI. Da ein Fokus der Proteinanalyse Histonmodifikationen
galt, sollte ein Mikroarray-basiertes Testsystem fur die Analyse der Bindecharakteristika

von Anti-Histon-Antikérpern etabliert werden.

19






Material und Methoden

3. Material und Methoden

3.1 Materialien
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Brune Luftbefeuchtung Proklima,
Aglasterhausen

GeSiM, GroRRerkmannsdorf

Bayer Technology Services,
Leverkusen
Bayer Technology Services,
Leverkusen
Bayer Technology Services,
Leverkusen

Luminex, Austin, TX, USA

Edmund Biihler GmbH, Hechingen
Gilson, Middleton, WI, USA

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Knick, Berlin
Eppendorf, Hamburg

Sartorius Stedim Biotech, Gottingen

Scientific Industries, Bohemia, NY,
USA

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
BMG Labtech, Offenburg
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Verwendung

Mikroarray-
Steckgehduse

Taumelroller
Ultraschallbad

Vakuum-Absaugstation

Vakuum-
rotationsverdampfer

Waage
Warmeschrank
Wasserbad

Western Blot-System

Zentrifugen

3.1.2 Software

Verwendung

Bildbearbeitung

Clusteranalyse und
statistische Datenanalyse

Datenanalyse allgemein

Mikroarrayauswertung

22

Produkt
ZeptoFOG Chip Rack

RM5
RK 31
LABPORT

BaVaCo-M Mini-30

Explorer E12140
BF115
GFL 1083

XCell Il Blot Module

5415D und 5417R;
Universal 30F

Produkt

Adobe Photoshop CS2;
Imagel 1.37v

MeV Version 4.8.1,
TM4 Microarray
Software Suite

Excel 2003 und 2010

ZeptoVIEW 2.0 und 3.1

Lieferant

Bayer Technology Services,
Leverkusen

Assistent, Sondheim
Bandelin, Berlin

KNF Neuberger, Freiburg
Bachofer, Reutlingen

OHAUS, Pine Brook, NJ, USA
Binder, Tuttlingen
GFL, Burgwedel

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Eppendorf, Hamburg;
Hettich, Tuttlingen

Lieferant

Adobe Systems, San Jose, CA, USA;

NIH, Bethesda, MD, USA

Dana-Farber Cancer Institute,

Boston, MA, USA

Microsoft, Redmond, WA, USA

Bayer Technology Services,
Leverkusen



Material und Methoden

3.1.3 Verbrauchsmaterialien

Verwendung

Filtereinheiten

Filterpapier

Membranfilter
Mikroarray-Chip

Mikrospharen

Mikrotiterplatten

Polyacrylamid-Gele

Nitrozellulose-Membran

Wassersensitives Papier

Plastikwaren

Produkt

Ultrafree-MC Durapore
0,65 um und 0,22 um
Whatman
chromatography paper
3mm

Millex-SV PVDF 5 um

ZeptoMARK protein
microarray chip

MagPlex Microspheres

96 und 384 Kavitaten

NuPAGE Novex4-12 %
Bis-Tris Gels 1,0 mm
17 Well und 2D Well

Protran 0,2 um
WSP

3.1.4 Puffer und Reagenzien

Benennung

Antioxidanzmittel

Produkt/Zusammensetzung

NuPAGE Antioxidant

Lieferant

Merck Millipore, Billerica, MA, USA

GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK

Merck Millipore, Billerica, MA, USA
Bayer Technology Services,
Leverkusen

Luminex, Austin, TX, USA

Greiner Bio-One, Frickenhausen;

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK
Quantifoil Instruments, Jena

Biozym Scientific, Hessisch
Oldendorf; Greiner Bio-One,
Frickenhausen; Mettler-Toledo,
Columbus, OH, USA; neolab,
Heidelberg; Starlab, Hamburg;
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Lieferant

Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA

Assaypuffer

Blockierreagenz
BSA-haltig
Blockierreagenz
nicht-proteinhaltig

Bradford Reagenz

DMEM Medium
Druckpuffer

Dulbecco’s PBS

ECL Entwicklungs-
reagenz

Zeptosens Reverse Array

Assay Buffer CAB1 based on BSA
Zeptosens Reverse Array
Blocking Buffer BB1

StabilGuard Immunoassay
Stabilizer (BSA-frei)

Pierce Coomassie Assay Reagent
DMEM high glucose (4,5 g/I)

CLB2 (CLB1:CSBL1=1:10)

SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate

Bayer Technology Services,
Leverkusen
Bayer Technology Services,
Leverkusen

Diarect, Freiburg

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

PAA Laboratories, Pasching,
Osterreich

PAA Laboratories, Pasching,
Osterreich

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA
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Benennung

FKS
Glutamin

HBSS

Labelingpuffer

Laufpuffer
LDS-Probenpuffer

Lowry Reagenz

Lysepuffer
denaturierend

Lysepuffer
nativ

PBS
(fur RPPA)

PBST
Ponceau S-Losung

Probenpuffer

Protein-
GroRenstandard

Reduktionsmittel

Streptavidin-PE

TBS

TBST

Transferpuffer

24

Produkt/Zusammensetzung

50 mM NaHCO;

0,1 % (v/v) Tween 20

in PBSpH 9,3

NuPAGE

MES SDS Running Buffer
NuPAGE

LDS Sample Buffer

DC Protein Assay Kit

Zeptosens Reverse Array
Lysis Buffer CLB1

150 mM NacCl

2 mM MgCl,

50 mM Tris

1 % (v/v) Triton X-100

1 x cOmplete Proteaseinhibitor
1 x Phosphataseinhibitor | und Il
Benzonase

in H,0dd pH 7,4

137 mM NacCl

2,7 mM KClI

8,1 mM Na,HPO,

1,8 mM NaH,PO,

in H,0dd pH 7,0

0,05 % (v/v) Tween 20 in
Dulbecco’s PBS

0,1 % (w/v) Ponceau S

in 5 % Essigsaure in H,0dd
NuPAGE

LDS Samplebuffer

Odyssey Protein Molecular
Weight Marker;

SeeBlue Plus2 Pre-Stained
Standard

NuPAGE Sample Reducing Agent

Streptavidin-R-Phycoerythrin
10 mM Tris

150 mM NacCl

in H,0dd pH 7,4

0,1 % (v/v) Tween 20 in TBS
NuPAGE

Transfer Buffer

Lieferant

PAA Laboratories, Pasching,
Osterreich

PAA Laboratories, Pasching,
Osterreich

PAA Laboratories, Pasching,
Osterreich

Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA

Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA

Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA

Bayer Technology Services,
Leverkusen

Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA
LI-COR Biosciences, Lincoln, NE,
USA;
Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA
Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA

ProZyme, Hayward, CA, USA

Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA
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Benennung

Verdinnungspuffer

3.1.5 Chemikalien

Produkt

Benzonase Nuklease

BSA
Albumin Fraktion V (Protease-frei)

Colcemid

cOmplete EDTA-frei
Proteaseinhibitor-Cocktail Tabletten

DMSO
Essigsaure
Glycerol
KCI
Methanol
NaCl
NaHCO;
Na,HPO,
NaH,PO,

NHS-Alexa647
Alexa Fluor 647 Protein Labeling Kit und
Alexa Fluor 647 Succinimidyl Ester

NaOH

MgCl,

Milchpulver

Paclitaxel
Phosphataseinhibitor | und Il
Ponceau S

Salzsdure

Tris

Triton X-100

Tween 20

Produkt/Zusammensetzung

Zeptosens Reverse Array
Spotting Buffer CSBL1

Lieferant

Bayer Technology Services,
Leverkusen

Lieferant
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Roche Diagnostics, Risch, Schweiz

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Merck, Darmstadt

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von Merck (Darmstadt), Carl Roth
(Karlsruhe) oder Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) bezogen. Alle Chemikalien hatten

jeweils den hdchsten erhéltlichen Reinheitsgrad.
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3.1.6 Antikorper

Beim Reverse Phase Protein-Mikroarray (RPPA) kommt es, im Gegensatz zum Western
Blot, nicht zur grof3enspezifischen Auftrennung des Probenlysats und man erhalt ein
Summensignal aller vom Priméarantikrper gebundenen Proteine. Aus diesem Grund
wurde die Spezifitat der im RPPA eingesetzten AntikOrper mittels Western Blot auf
relevantem Material untersucht (3.2.8). Antikdrper gegen modifizierte Histone wurden
zusatzlich mittels Peptidarray charakterisiert (4.3.3.1). Alle in dieser Arbeit verwendeten
Priméarantikorper kdnnen der Liste im Anhang entnommen werden (Tabelle 20). Dort sind
auch die eingesetzten Verdinnungen, sowie die Ergebnisse der
Antikorpercharakterisierung vermerkt.

Tabelle 1. Detektionsantikorper

Abkirzungen: Sz — Antikorperspezies, Verd. — Verdinnung, rb — Kaninchen (rabbit), dk —
Esel (donkey), ms — Maus, gt — Ziege (goat), rt — Ratte, PE — Phycoerythrin, HRP —
Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase), PA - Peptidarray, WB - Western Blot,
RPPA — Reverse Phase Protein-Mikroarray, Herst. — Hersteller, Verd. — Verdiinnung

Antigen Sz Konjugation Hersteller Anwendung  Verd.
rb-1gG (H+L) dk PE Dianova, Hamburg PA 200
ms-1gG (H+L) gt PE Dianova, Hamburg PA 200
c-Myc ms PE NMI, Reutlingen PA 87
LI-COR Biosciences,
rb-1gG (H+L) dk IRDye 800CW Lincoln, NE, USA WB 10000
LI-COR Biosciences,
ms-1gG (H+L) dk IRDye 680 Lincoln, NE, USA WB 10000
LI-COR Biosciences,
gt-1gG (H+L) dk IRDye 680 Lincoln, NE, USA WB 10000
rb-1gG (H+L) dk HRP Dianova, Hamburg WB 2000
ms-1gG (H+L) gt HRP Dianova, Hamburg WB 5000
gt-1gG (H+L) dk HRP Dianova, Hamburg WB 5000
rt-1gG (H+L) dk HRP Dianova, Hamburg WB 5000
rb-1gG (H+L) dk Cy5 Dianova, Hamburg RPPA HT-29 1500
rb-1gG (H+L) gt Alexa Fluor 647 Life Technologies, RPPA HT-29 1000

Carlsbad, CA, USA RPPA NCCIT
Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA
Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA
Life Technologies, RPPA HT-29
Carlsbad, CA, USA RPPA NCCIT
Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA

ms-1gG (Fc) gt (Fab) Alexa Fluor 647 RPPA HT-29 500

ms-1gG (H+L) gt Alexa Fluor 647 RPPA NCCIT 1000
gt-1gG (Fc) gt (Fab) Alexa Fluor 647 500

rt-1gG (H+L) gt Alexa Fluor 647 RPPA NCCIT 1000
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3.1.7 Antitumorsubstanzen

Bei den in dieser Arbeit untersuchten Antitumorsubstanzen handelt es sich um proprietére
Leitstrukturen der 4SC AG. Diese, in spaten Entwicklungsphasen befindlichen
Substanzen, wurden freundlicherweise von der 4SC AG zur Verfigung gestellt.

C1 und C2 gehoren zur Substanzklasse der Histon-Deacetylase-Inhibitoren (HDACI).

C1 ahnelt Vorinostat, fallt in die Klasse der Hydroxamsauren und besitzt als Pan-HDACI
ein breites Wirkspektrum. Im Rahmen einer klinischen Phase-1-Studie wurde eine klinisch
relevante Peak-Plasmakonzentration von 10 pM bestimmt. Die ICs,-Konzentration,
bestimmt auf HT-29-Monolayerzellen, liegt bei 1 puM (personliche Kommunikation
4SC AG).

Bei C2 handelt es sich, analog zu Entinostat, um ein Benzamid-Analogon. Diese Klasse
von HDACI inhibieren hauptsachlich HDACs der Klasse |, wobei C2 speziell HDAC1, 2
und 3, nicht aber HDACS inhibiert. In Mausen wurde eine Peak-Plasmakonzentration von
10 uM, auf HT-29-Monolayerzellen eine ICso-Konzentration von 0,4 uM bestimmt
(persodnliche Kommunikation 4SC AG).

Bei C5 handelt es sich um einen Kinesin-Inhibitor, welcher spezifisch das mitotische
Kinesin E@5 inhibiert. Die ICso-Konzentration bestimmt auf HT-29-Monolayerzellen betragt
20 nM (personliche Kommunikation 4SC AG).

Tabelle 2: In dieser Arbeit verwendete Antitumorsubstanzen der 4SC AG
Abkurzungen: HDACI — Histon-Deacetylase-Inhibitor

ICs5o-Konzentration

Substanzklasse Stand der Forschung (HT-29-Monolayerzellen)
Cc1 HDACi (Hydroxamséaure) Phase Il 1uM
C2 HDACi (Benzamid-Analogon) Phase | 0,4 uM
C5 Eg5-Inhibitor Phase | 0,02 uM
3.1.8 Zelllinien

Zur Generierung von Spharoiden wurden zwei humane, adhérent wachsende
Tumorzelllinien verwendet. Die Zelllinie HT-29 stammt einem primaren kolorektalen
Adenokarzinom ab und kann gut differenzierte Tumoren der Klasse 1 ausbilden (Fogh
und Trempe 1975). Die pluripotente Stammzelllinie NCCIT stammt einem mediastinalen
gemischten Keimzelltumor ab. Undifferenzierte NCCIT-Zellen befinden sich in einem
Stadium zwischen Seminom und embryonalem Karzinom und kénnen durch Retinsaure
somatisch und extraembryonal differenziert werden (Teshima et al. 1988, Damjanov et al.

1993). Im Folgenden ist der Mutationsstatus der beiden Zelllinien beschrieben.
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Tabelle 3: Mutationsstatus der Zelllinie HT-29

Die Informationen wurden COSMIC, dem Katalog somatischer Tumormutationen (Catalogue
of somatic mutations in cancer) des Wellcome-Trust-Sanger-Instituts enthommen.
COSMIC ID: 905939 (http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/)

APC E853 2557G>T Substitution nonsense heterozygot
APC T1556fs 4666_4667insA Insertion frameshift  heterozygot
BRAF V600E 1799T>A Substitution missense heterozygot
PIK3CA P449T 1345C>A Substitution missense heterozygot
SMAD4 Q311 931C>T Substitution nonsense homozygot
TP53 R273H 818G>A Substitution missense homozygot

Tabelle 4: Mutationsstatus der Zelllinie NCCIT

Die Informationen wurden COSMIC, dem Katalog somatischer Tumormutationen (Catalogue
of somatic mutations in cancer) des Wellcome-Trust-Sanger-Instituts enthommen.
COSMIC ID: 908441 (http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/)

PTEN R173P 518G>C Substitution missense homozygot
TP53 p.V272fs*73 814delG Deletion frameshift homozygot

Um die Antikorper mittels Western Blot zu charakterisieren, wurden weitere humane
Zelllinien eingesetzt: Die Zelllinie DLD-1 entstammt einem kolorektalen Adenokarzinom
(Dexter et al. 1979). Mit der schwach differenzierten Zelllinie HCT-116 und der stark
differenzierten Zelllinie GEO wurden zwei kolorektale Karzinomzelllinien verwendet
(Brattain et al. 1981, 1982). Um die Bedeutung des Peptidarrays zur Charakterisierung
modifikationsspezifischer  Anti-Histon-Antikérper  aufzuzeigen, wurden auf3erdem
HelLa-Zellen verwendet, welche einem humanen Cervixkarzinom entstammen (Gey et al.
1952, Scherer et al. 1953).

Die Zelllinienproben wurden freundlicherweise von zwei Projektpartnern des
BMBF-geforderten Spher4Sys-Konsortiums (Forderkennzeichen 0315284B) bereitgestellt.
Fur die Probenpraparation aus den Zelllinien HT-29, DLD-1, HCT-116 und GEO danke ich
der SpheroTec GmbH, fur die NCCIT-Proben gilt mein Dank der 4SC AG.

3.1.9 Primares Patientenmaterial

Zur Generierung primarer Spharoide bei der SpheroTec GmbH, wurde Tumorgewebe von
vier Kolontumorpatienten verwendet. Dieses wurde im Rahmen des BMBF-geforderten
Projekts =~ Spher4Sys  (Forderkennzeichen  0315284B) vom Klinikum  der
Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen bereitgestellt. Die Untersuchungen waren von

der lokalen Ethikkommission genehmigt.
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3.1.10 Monolayer- und Spharoidproben

Der Fokus dieser Arbeit liegt auf der Detektion von Proteinexpressions- und
Modifikationsmustern nach Behandlung von Spharoiden mit Antitumorsubstanzen. Es
wurde sorgféltig darauf geachtet, den durch die Behandlung verursachten Proteinzustand
bis zur Detektion zu fixieren. Um enzymatische Prozesse weitestgehend zu minimieren,
wurden samtliche Préparationsschritte ab der Zellernte unter Kuihlung durchgefiihrt. Nach
der Ernte wurden die Proben sofort in Flussigstickstoff schockgefroren und bei -80 °C
gelagert. Erst nach Zugabe des denaturierenden Lysepuffers wurden die Proben wieder

aufgetaut, da nun der Proteinstatus der Zellen permanent fixiert war.

Die HT-29- und NCCIT-Proben sowie die Sphéaroide aus Patientenmaterial wurden
freundlicherweise von Projektpartnern des Spher4Sys-Konsortiums bereitgestellt (3.1.8
und 3.1.9). Die HeLa-Zellproben wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Ulrich Rothbauer,
Pharmazeutische Biotechnologie, Universitat Tubingen, zur Verfligung gestellt.

Im Folgenden ist die Herstellung der Zellproben, welche von den Projektpartnern

durchgefuhrt wurde, kurz erlautert.

3.1.10.1 Hela-Monolayerkultur

500.000 HelLa-Zellen wurden pro Kavitat in eine 6-er Zellkulturplatte ausgeséat. Nach
24-stundiger Kultivierung in DMEM mit 4,5 g/l Glukose, 2 mM Glutamin und 10 % FKS
(fetales Kalberserum) bei 5 % CO, und 37 °C wurde bei einer Konfluenz von 90 % mit der
Behandlung begonnen. Die Zellen wurden fir 24 h mit 0,05 pg/ml Colcemid in HBSS bzw.
0,1 yg/ml Paclitaxel in DMSO behandelt. Zur Kontrolle diente Medium sowie
0,01 % HBSS und 0,01 % DMSO.

3.1.10.2 HT-29-Monolayerkultur

30 ul Zellsuspension mit je 150.000 Zellen wurden in 0,5 ml Reaktionsgefal3e tberfuhrt.
Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurde bei 12 Replikaten jeweils 30 pl Restlésung
im Reaktionsgefal? belassen, bei 6 Replikaten wurde das PBS weitestgehend abgesaugt.

Die Proben wurden sofort in Flissigstickstoff schockgefroren.

3.1.10.3 HT-29-Spharoide
In einer 96-er Mikrotiterplatte wurden pro Kavitdt 50.000 HT-29-Zellen fiir 48 h kultiviert,

sodass sich Spharoide ausbildeten. Die Sphéaroide wurden entsprechend Tabelle 5
behandelt. Bei der Ernte wurden je drei identisch behandelte Spharoide in einem 0,5 ml

Reaktionsgefald vereinigt. Die Sphéroide wurden zweimal mit PBS gewaschen, pro
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Waschschritt wurden 30 pl Restldsung im Reaktionsgefald belassen. Die Sphéaroide
wurden in 30 yl PBS in Flussigstickstoff schockgefroren. Pro Behandlung wurden drei
technische Replikate hergestellt, fir die Kontrollbehandlung mit 0,2% DMSO finf
Replikate.

Tabelle 5: Behandlungsbedingungen fir die HT-29-Sphéaroide

Substanz  Konzentration  Konzentration [uM] Losungsmittel Dauer
C1 10x1Csg, 100x1Csq 10 uM, 100 uM DMSO 46 h
c2 10xICsq, 100xICs 4 uM, 40 uM DMSO 46 h
c5 10xICsq, 100xICs 0,2 uM, 2 uM DMSO 46 h

3.1.10.4 NCCIT-Sphdroide

3.1.104.1 NCCIT-Sphéroide fiir den Einsatz im RPPA

Je 500 NCCIT-Zellen wurden pro Kavitat in 96-er Mikrotiterplatten ausgesét. Durch
Kultivierung far 48h bei 37°C und 5%CO, in FGF-haltigem Medium
(Fibroblasten-Wachstumsfaktor, fibroblast growth factor) bildeten sich Spharoide aus. Je
10 Spharoide pro Kavitat wurden in einer 24-er Mikrotiterplatte vereinigt und nach 1 h
gemal Tabelle 6 behandelt. Es wurden jeweils drei Replikate hergestellt, als Kontrolle
dienten mit 0,1 % DMSO behandelte Sphéaroide in acht Replikaten. Eine Gruppe von
Sphéaroiden wurde ohne Behandlung zum Zeitnullpunkt geerntet (10 Replikate). Zur Ernte
wurde der Inhalt einer Kavitat der 24-er Mikrotiterplatte in ein 1,5 ml Reaktionsgefaf}
Uberflihrt. Die Sphéroide wurden dreimal mit 500 ul PBS gewaschen und dabei in ein
0,5 ml Reaktionsgefald uberfuhrt, pro Waschschritt wurden 30 pl Restldsung im
Reaktionsgefal? belassen. Anschlielend wurden die Sphéaroide mit 30 pl PBS in

Flussigstickstoff schockgefroren.

Tabelle 6: Behandlungsbedingungen der NCCIT-Sphéroide fur die RPPA-Analyse

Substanz  Konzentration Konzentration [uM] Losungsmittel Dauer
0,5h,2h,6h,
C1 1xICsp, 10xICsg 2 uM, 20 uM DMSO 24h, 48 h
0,5h,2h,6h,
C2 1xICsp, 10xICsg 2 uM, 20 uM DMSO 24h, 48 h

3.1.10.4.2 NCCIT-Spharoide fiir den Einsatz im Western Blot

Die Generierung und Behandlung der Spharoide erfolgte analog zu 3.1.10.4.1. Zur

Behandlung wurden jedoch 190 Sphéroide pro Kavitét einer 6-er Mikrotiterplatte vereinigt,
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fur die Losungsmittelkontrolle 580 Sphéroide. Fur den Zeitnullpunkt wurden
770 Sphéroide vor Behandlung geerntet. Es wurden keine technischen Replikate
hergestellt, inkubiert wurde gemalf Tabelle 7.

Tabelle 7: Behandlungsbedingungen der NCCIT-Sphéaroide fiir die
Western Blot-Analyse

Substanz  Konzentration Konzentration [uM] Losungsmittel Dauer
Cc1 10xICs 10 uM DMSO 6h,24h
Cc2 10xICs 4 uM DMSO 6h,24h
C5 10xICs 0,2 uM DMSO 6h,24h

3.1.10.5 Primare Sphéaroide aus Patientenmaterial

Die Zellen des Biopsats wurden vereinzelt, je 50.000 Zellen pro Kavitdt wurden in eine
96-er Mikrotiterplatte ausgesat und zur Ausbildung von Spharoiden fir 48 h kultiviert. Bei
der Ernte wurde der Inhalt von je drei Kavitaten in einem 0,5 pl Reaktionsgefal} vereinigt.
Nach zweimaligem Waschen mit PBS, wobei jeweils 30 ul Restvolumen brig gelassen
wurden, wurden die Sphéroide mit 30 pl PBS in Flissigstickstoff schockgefroren.

Von vier Patienten wurden je drei Reaktionsgefae mit jeweils drei Sphéroiden
hergestellt.

3.2 Biochemische Methoden

3.2.1 Lyophilisierung der Proben

Um die Ausgangsbedingungen zu standardisieren und eine effiziente Lyse zu
gewabhrleisten, wurden die in 30 ul PBS vorliegenden Spharoidproben vor der Lyse mittels
Lyophilisierung getrocknet. Dabei wurden die Proben durchgehend gekihlt und tauten
nicht auf. Die NCCIT-Spharoide wurden in einem Gefriertrockner lyophilisiert, die

HT-29-Sphéroide in einem Vakuumrotationsverdampfer.

Die Lyophilisierung im Gefriertrockner erfolgte in gekuhlten Messingblécken direkt in der
Kuhlfalle, neben der -80 °C kalten Kihlschlange. Bei ca. 2 mbar wurden fur 16,5 h bis zu
185 Proben gleichzeitig lyophilisiert. Die Lyophilisierung mittels
Vakuumrotationsverdampfers erfolgte fur 70 min fir je 40 Proben gleichzeitig. Die Proben
wurden aus Flussigstickstoff direkt in den gekiihlten Rotationsverdampfer gestellt. Bis zur

weiteren Verarbeitung wurden die getrockneten Proben bei -80 °C gelagert.
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3.2.2 Denaturierende Probenlyse

Um den Modifikations- und Expressionszustand der Proteine zu fixieren, erfolgte die
Probenlyse unter denaturierenden Bedingungen.

Zu den getrockneten und gefrorenen Spharoidproben wurde entsprechend Tabelle 8
Lysepuffer pipettiert. Nach kurzer Zentrifugation erfolgte die Lyse fur 30 min bei 1.400 rpm
und 22 °C im Reaktionsgefal3eschdttler. Die Proben fur den RPPA wurden mit 45 pl
Verdunnungspuffer versetzt. Durch Zentrifugation fir 5 min bei 22 °C und 18.000 g
wurden zellulare Bestandteile pelletiert, nur der Uberstand wurde weiter verwendet. Ein
Probenaliquot fir die Proteinbestimmung wurde enthommen, alle Proben wurden in

Flussigstickstoff schockgefroren und bis auf Weiteres bei -80 °C gelagert.

Tabelle 8: Verwendete Volumina an Lysepuffer
Zelllinie Anwendung Behandlung  Spharoidmenge Volumen Lysepuffer [pl]

HT-29 alle alle 3 5
NCCIT RPPA alle 10 5
NCCIT Western Blot C1,C2,C5 190 25
NCCIT Western Blot DMSO 580 90
NCCIT Western Blot  Zeitnullpunkt 770 70

3.2.3 Native Probenlyse

Die HelLa-Zellen wurden in der Kulturplatte zweimal mit 3 ml eiskaltem PBS gewaschen
und anschlieRend pro Kavitat mit 250 pl eiskaltem nativem Lysepuffer fir 30 min bei 4 °C
unter Schiitteln lysiert. Die Lysate wurden ohne Zentrifugation sofort in Flussigstickstoff

schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

3.2.4 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Menge an Protein in den denaturierend lysierten Proben wurde nach Bradford
bestimmt (Bradford 1976). Die in Druckpuffer vorliegenden Sphéroidproben fir den RPPA
wurden 1 : 2 mit Druckpuffer verdiinnt, die in Lysepuffer vorliegenden Sphéroidproben fur
die Western Blots 1 : 20 mit Lysepuffer. In einer 96-er Mikrotiterplatte wurden im Duplikat
je 5 ul Probenverdiinnung mit 150 ul Bradford-Reagenz versetzt und nach ca. 10 min die
Absorption bei 570 nm bestimmt. Als Referenz diente eine Standardreihe von 0-1 mg/ml

Rinderserumalbumin (BSA) in Druckpuffer bzw. Lysepuffer.
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3.2.5 Proteinbestimmung nach Lowry

Die Proteinkonzentration der nativ lysierten Zellen wurde nach Lowry bestimmt (Lowry et
al. 1951). Die in nativem Lysepuffer vorliegenden Zelllysate wurden 1 : 2 mit Lysepuffer
verdinnt und zentrifugiert. In einer 96-er Mikrotiterplatte wurden in 5-er Replikaten je 5 pl
Probenverdinnung entsprechend dem Protokoll mit Reagenzien versetzt. Die Absorption
wurde nach 20 min bei 650 nm bestimmt. Als Referenz diente eine Standardreihe von
0-1,5 mg/ml BSA in nativem Lysepuffer.

3.2.6 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Das verwendete Gelelektrophoresesystem funktioniert nach dem Prinzip der
diskontinuierlichen denaturierenden Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (1970).

Alle Proben wurden mit 4 x LDS-Probenpuffer und 10 x Reduktionmittel versetzt. Die nativ
lysierten HelLa-Zellen wurden sofort fur 16 min im Wasserbad auf 75 °C erhitzt und
anschlielend auf einen konstanten Proteingehalt von 1,25 pg/ml eingestellt. Alle
denaturierend lysierten Proben wurden auf einen konstanten Proteingehalt sowie einen
konstanten Gehalt an Lysepuffer eingestellt und anschlie3end fur 11 min auf 70 °C erhitzt.
Es wurden 1 mm dicke 4-12 %ige Bis-Tris-Gele mit 17 Taschen verwendet, wobei
zwischen 5 und 15 pg Protein geladen wurden sowie ein Protein-GroRenstandard zur
Referenzierung. Die Elektrophorese wurde fir ca. 2 h bei 150 V im Eisbad in gekihltem

MES-Puffer mit Antioxidanzmittel durchgeftihrt.

3.2.7 Western Blot

Mittels Nasstransferverfahren wurden die Proteine aus der Gelmatrix auf eine 0,2 um
dicke Nitrozellulosemembran transferiert (Towbin et al. 1979). Der Transfer in gekihltem
Transferpuffer mit 10 % Methanol erfolgte im Eisbad fir 1 h bei 30 V.

Zur Transferkontrolle wurden die auf der Nitrozellulosemembran immobilisierten Proteine
mittels Ponceau S fur ca. 10 min auf einem Orbitalschiittler reversibel angefarbt. Mit
H,Odd wurde die Membran soweit entfarbt, dass Proteinbanden sichtbar wurden. Nach
Detektion eines Auflichtbildes mit der ImageQuant LAS 4000 mini (GE Healthcare,
Chalfont St Giles, UK) wurde die Membran mit TBST vollstandig entfarbt.

Um freie Stellen auf der Nitrozellulosemembran zu blockieren, wurde diese auf dem
Orbitalschittler in 25 ml 5 % Milchpulver in TBST fir 60 min inkubiert. Die Inkubation mit
Primarantikérpern erfolgte in 1 % BSA in TBST Uber Nacht bei 4 °C oder fir 4 h bei
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Raumtemperatur auf dem Taumelroller (Antikorperverdiinnungen siehe Tabelle 20).
Anschlieend wurde die Antikdrperlosung abgekippt, einmal kurz mit 10 ml TBST gespiilt
und dann fanfmal fir je 5 min mit 10 ml TBST gewaschen. Die speziesspezifischen, mit
unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markierten Sekundarantikdrper wurden im
Dunkeln in 5 % Milchpulver in TBST fur 1 h bei Raumtemperatur auf dem Taumelroller
inkubiert (Antikdrperverdinnungen siehe Tabelle 1). Anschlielend wurde erneut wie
beschrieben gewaschen, dann wurde die Membran getrocknet. Die Detektion erfolgte bei
den Anregungswellenlangen 685 nm und 785 nm im ODYSSEY Infrared Imaging System
(LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA). Es wurden 16-bit Graustufenbilder mit einer

Auflésung von 84 um detektiert.

3.2.8 Charakterisierung von Antikorpern fiir den Einsatz im Reverse Phase

Protein-Mikroarray

Um mit Reverse Phase Protein-Mikroarrays (RPPA) valide Ergebnisse zu generieren, ist
die Qualitat der verwendeten Antikdrper essentiell. Aus diesem Grund wurden alle
Antikdrper mittels Western Blot auf ihre Spezifitat getestet. Hierbei macht man sich
zunutze, dass beim Western Blot im Gegensatz zum Reverse Phase Protein-Mikroarray,

durch Gelelektrophorese groRenspezifisch aufgetrennte Proteine detektiert werden.

Die Charakterisierung der Antikoérper fand auf relevantem humanem Zelllinienmaterial
statt. Neben den Kolonkarzinomzelllinien HT-29, GEO, DLD-1 und HCT-116 wurde die
Keimzelltumorlinie NCCIT verwendet. Die Proben wurden entsprechend der obigen
Beschreibungen bearbeitet, Western Blots wurden hergestellt und mit den zu
untersuchenden Antikdrpern inkubiert. Die in den Absatzen 3.2.2 bis 3.2.7 beschriebenen

Protokolle wurden dabei wie folgt abgeéandert:

= Die Proben wurden nicht lyophilisiert, sondern der Uberstand wurde moglichst
vollstdndig abgenommen. Das Lysepuffervolumen wurde so angepasst, dass

Proteinkonzentrationen um 10-18 mg/ml resultierten.

= Zur Gelelektrophorese wurden Gele mit einer einzelnen breiten Tasche verwendet, in
welche 400 pg Protein in einem Volumen von 250 pl geladen wurden. Die
Elektrophorese erfolgte bei 200 V fir ca. 65 min, der Transfer auf die
Nitrozellulosemembran bei 30 V fir 80 min. AnschlieRend wurden die Membranen in
3 % BSA in TBST blockiert.

= Vor der Antikdrperinkubation wurden die Nitrozellulosemembranen getrocknet und in
ca. 1-2 mm breite Streifen geschnitten. Die Zuordnung zum GroRRenstandard war

durch entsprechende Markierung der Streifen gewahrleistet.
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= Jeder Antikoérper wurde auf Membranstreifen mit den relevanten Proben inkubiert. Die
Inkubationen fanden in je 2,5 ml 1 % BSA in TBST statt, zum Waschen wurden jeweils
5 ml TBST verwendet.

= Zum Auslesen mittels Chemilumineszenz wurden an Meerrettichperoxidase
gekoppelte Sekundarantikorper verwendet (Tabelle 1). Die nach Reaktion mit einem
Substrat erfolgte Lichtemission wurde mit der ImageQuant LAS 4000 mini
(GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK) detektiert. Als Substrat dienten 2,5 ml ECL

Entwicklungsreagenz, in welchem die Membran fir 5 min inkubiert wurde.

Die Charakterisierung von Antikdrpern wird in unserer Arbeitsgruppe bereits seit langerem
durchgefuhrt (Knorpp 2008). Diese bereits vorhandenen Daten flossen in die
Kategorisierung der Antikdrper ein.

Je nach Verhaltnis der Intensitdten von spezifischer Bande zu den Nebenbanden wurden
alle eingesetzten Antikdrper im Rahmen dieser Arbeit kategorisiert:

Alle Antikorper, deren Inkubation eine einzelne Bande erwarteter Gré3e zur Folge hatte,
wurden der Kategorie 1 zugeordnet. Diese Antikorper erkennen ihr Antigen spezifisch,
zeigen keine Kreuzreaktivitdt zu anderen Proteinen und konnen daher im RPPA
eingesetzt werden. Antikbrper der Kategorie 2 erkennen vor allem ihr spezifisches
Antigen, aul3erdem in geringem Malie wenige weitere Proteine, was sich an leichten
Nebenbanden zeigt. Das Signal der spezifischen Bande Ubersteigt aber das
Summensignal aller Nebenbanden deutlich. Auch diese Antikérper sind im RPPA
anwendbar, genauso Antikérper der Kategorie 4, welche weder die spezifische noch
sonstige Banden erkennen; dabei handelt es sich meist um modifikationsspezifische
Antikorper. Da das entsprechende Antigen mdglicherweise in den untersuchten Proben
nicht modifiziert vorliegt, handelt es sich héchstwahrscheinlich um spezifische Antikérper.
Antikorper der Kategorie 3 kdnnen nicht ohne Weiteres im RPPA verwendet werden, da

sie im Western Blot mehrere starke Nebenbanden zeigen.

Wenn gegen ein interessantes Antigen kein Antikbrper der Kategorien 1, 2 oder 4
verflugbar war, wurden auch Antikorper der Kategorie 3 eingesetzt. Die RPPA-Ergebnisse
dieser Antikdrper wurden jedoch besonders kritisch betrachtet und nur diskutiert, wenn sie
in den Kontext umgebender Signaltransduktionswege passten. Wenn mdglich wurden die
im RPPA detektierten Unterschiede retrospektiv mittels Western Blot auf denselben
Proben bestétigt. Die Kategorisierung der im RPPA eingesetzten Antikdrper kann Tabelle

20 entnommen werden.
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3.3 Mikroarray-Methoden

3.3.1 Herstellung von Reverse Phase Protein-Mikroarrays

Die denaturierend lysierten Proben wurden mit dem kontaktlosen, piezoelektrischen
Mikroarrayer auf planaren Glasobjekttragern, den Mikroarray-Chips, immobilisiert. Die
verwendeten Mikroarray-Chips besitzen eine Oberflache aus Tantalpentoxid mit einer
Monolage aus selbstausgerichteten Alkylphosphaten, an die Proteine Uber hydrophobe
Wechselwirkungen binden kénnen (Textor et al. 2000). Die Fluoreszenzdetektion erfolgt
mittels planarer Wellenleitertechnologie, wofiir an den Langsseiten der Mikroarray-Chips
Beugungsgitter eingedatzt sind (Heyse et al. 1995, Pawlak et al. 2002a). Durch Einkoppeln
des Anregungslichts ins linke Gitter entsteht Uber dem Mikroarray-Chip ein evaneszentes
Feld, Uber das rechte Gitter wird wieder ausgekoppelt.

Jeder Mikroarray-Chip besteht aus sechs Subarrays mit jeweils 380 Probenspots,
angeordnet in 19 Spalten und 20 Zeilen (siehe auch 1.5.1). Jeder Spot hat ein Volumen
von 400 pl und einen Durchmesser von 150 um. Der Abstand von Spotmitte zu Spotmitte

betragt in x-Richtung 280 um, in y-Richtung 300 pm.

In die Spalten 1, 10 und 19 wurden Referenzproben, bestehend aus Alexa647-markiertem
BSA aufgebracht, um Signalunterschiede zu korrigieren, die durch die Position der
Proben auf dem Subarray entstehen. Fir die Referenzlésung wurde 1,6 mg/ml
BSA-Alexa647 in PBS 1:75.000 in PBS und Verdinnungspuffer mit 0,1 mg/ml BSA

verdinnt und durch eine Filtereinheit mit 0,65 pum Porengroéi3e filtriert.

Die lysierten Spharoidproben waren direkt nach der Lyse 1 :10 mit Verdinnungspuffer
versetzt und bei -80 °C gelagert worden. Nach Auftauen, Vortexen und Zentrifugation bei
18.000g und 22°C fur 5min, wurde ein definiertes Volumen des Uberstandes
abgenommen und in einer 96-er Mikrotiterplatte mit Druckpuffer verdinnt (Tabelle 9).
AnschlieBend wurden 20-25 pl der verdinnten Probe vom Pipettierroboter in eine
384-er Mikrotiterplatte, die Druckplatte, Gberfihrt.

Die Proteinkonzentration der auf dem Mikroarray-Chip immobilisierten Proben variierte.
Es wurde jeweils ein konstantes Volumen an Lysat verwendet, wobei eine
Proteinkonzentration von 0,1-0,4 mg/ml angestrebt wurde. Samtliche Details zu den

Proben kdnnen der Probenliste im Anhang entnommen werden (Tabelle 22).
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Tabelle 9: Verdinnung der Spharoidproben fiir den Druck der Protein-Mikroarrays
Volumen Lysat [ul]] Volumen Druckpuffer [ul]

HT-29-Spharoide 18,0 47,0

NCCIT-Sphéroide 39,0 26,0

HT-29-Spharoide

(fur Vergleich mit Patienten-Spharoiden)

Patienten-Spharoide 40,0 30,0

22,5 47,5

Die Proben wurden bei einem Luftfluss von 0,3 m/s unter Reinraumbedingungen
(Reinraumklasse 100) und bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 58-63 % und ca. 23 °C
Raumtemperatur auf die Mikroarray-Chips aufgebracht. Dabei wurde die Druckplatte auf
11 °C und die Mikroarray-Chips auf 20 °C gekuihlt, um ein Eintrocknen der Proben zu
verhindern. Zur Kontrolle der Probenabgabe wurden einige mit wassersensitivem Papier
beklebte Mikroarray-Chips mitgefihrt.

Die Spharoidproben wurden in unterschiedlichen Formaten auf die Mikroarray-Chips
aufgebracht. Bei den HT-29-Sphéaroiden wurden vom Pipettierroboter vier Verdiinnungen
mit Faktor 1,6 generiert, welche als Duplikatspots auf die Mikroarray-Substrate
aufgebracht wurden. Bei den NCCIT-Spharoiden wurden dieselben Verdiinnungsreihen
hergestellt, diese wurden jedoch als Einzelspots gedruckt. Die Patienten-Spharoide sowie
die zum direkten Vergleich verwendeten HT-29-Sphéaroide wurden als Duplikatspots in

einer Verdiinnung gedruckt.

Nach dem Drucklauf wurden die Mikroarray-Chips fir 1 h bei 37 °C im Warmeschrank
getrocknet und anschlieBend blockiert. Das Blockierreagenz wurde mithilfe eines
Ultraschallverneblers in feinen Nebeltropfchen auf die Mikroarray-Chips aufgebracht, bis
die Mikroarray-Chips am Ende des Blockiervorgangs vollstéandig mit Puffer benetzt waren.
Die Mikroarray-Chips wurden in speziellen Steckgehéausen in der
Mikroarray-Blockierstation fur 45 min mit BSA-haltigem Blockierreagenz benebelt.
AnschlieRend wurden sie fiur je 1 min in drei Wannen mit H,Odd gewaschen und nach
Trocknung durch dreiminttige Zentrifugation bei 200 g im Dunkeln bei 4-8 °C gelagert.

Einzelne Mikroarray-Chips wurden mit dem nicht-proteinhaltigen Blockierreagenz
StabilGuard inkubiert, um spéter die im Mikrospot immobilisierte Menge an Protein zu
bestimmen. Der Blockiervorgang mit StabilGuard erfolgte fur 30 min, Uberschuissiger
Puffer wurde unter flieRendem H,Odd abgewaschen, die Mikroarray-Chips mit N, trocken

geblasen und im Dunkeln bei 4-8 °C gelagert.
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3.3.2 Bestimmung der immobilisierten Proteinmenge

Durch Reaktion von Aminogruppen, der auf dem Mikroarray-Chip immobilisierten
Proteine, mit einer Aktivestervariante des Fluorophors Alexa647, wurde die Menge an
immobilisiertem Protein bestimmit.

Hierfir wurden pro Drucklauf 2-4 Mikroarray-Chips mit StabilGuard, einem
nicht-proteinhaltigen Blockierreagenz, blockiert. Durch Einbau der Mikroarray-Chips in
einen ZeptoCARRIER (Bayer Technology Services, Leverkusen) ergaben sich pro
Mikroarray-Chip sechs Inkubationskammern, entsprechend den sechs Subarrays, welche
individuell inkubiert werden konnten. Die Mikroarray-Chips wurden fir 10 min mit
Labelingpuffer inkubiert. AnschlieRend wurden 12 pl Alexa Fluor 647
Carboxylsuccinimidylester (c =0,0137 mg/ml in DMSQO) in 1188 pl Labelingpuffer
verdinnt und sofort je 90 pl pro Subarray zugegeben. Nach 30-minutiger Inkubation im
Dunkeln wurde die Reaktion durch Zugabe von 200 pl TBST gestoppt. Nach zweimaligem
Waschen mit TBST wurde der Mikroarray-Chip aus dem ZeptoCARRIER ausgebaut,
unter flieBendem H,Odd gewaschen und mit N, trocken geblasen. Nach Einbau in einen
neuen ZeptoCARRIER wurden alle Subarrays mit 100 pl Labelingpuffer beflllt und bei
einer Anregungswellenlange von 635 nm im ZeptoREADER (Bayer Technology Services,
Leverkusen) ausgelesen. Von den auf dem Mikroarray-Chip immobilisierten,
fluoreszenzmarkierten Proteinen, wurden mit einer 12-bit CCD-Kamera Graustufenbilder
generiert, welche als 16-bit TIFF-Dateien gespeichert wurden. Folgende Einstellungen

wurden am ZeptoREADER gewahlt.

Tabelle 10: Einstellungen am ZeptoREADER zur Detektion der immobilisierten
Proteinmenge

Bild 1 Bild 2 Bild 3 Bild 4 Bild 5 Bild 6
Emissionsfilter aus an an an an an
Belichtungszeit [s] 0,3 1 1 1 1 2
Graufilter 0,01 0,1 0,25 0,5 1,0 1,0

3.3.3 Immunoassay auf planaren Protein-Mikroarrays

Bis zu sechs Mikroarray-Chips kénnen in einen ZeptoCARRIER (Bayer Technology
Services, Leverkusen) eingebaut werden, wodurch auf dem Mikroarray-Chip sechs
voneinander unabhangige, den sechs Subarrays entsprechende, Inkubationskammern mit
einem Volumen von je 15 pl entstehen. Jede dieser Inkubationskammern kann individuell
mit Ldsung beflllt werden, welche durch eine Vakuum-Absaugstation Uber die
Auslassoffnung wieder entfernt werden kann. Somit kann jeder Subarray eines

Mikroarray-Chips individuell inkubiert werden.
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Die Antikorperverdinnungen wurden anhand von Erfahrungswerten festgesetzt und
erfolgten in Assaypuffer entsprechend Tabelle 20. Zuvor wurden die Antikorper fir 5 min
bei 16.200 g und 4 °C zentrifugiert. Teilweise wurden die Antikdrperverdinnungen zudem
durch Filter mit 0,22 pm Durchmesser filtriert.

Die Inkubationskammern wurden zweimal luftblasenfrei mit je 200 pl Assaypuffer befiillt,
anschlie@end wurde 100 pl Antikorperlosung aufgegeben und dber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit 200 pl Assaypuffer wurden je
100 pl der speziesspezifischen, fluoreszenzmarkierten Sekundarantikbrper zugegeben
und fir 45 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert (Tabelle 1). Nach zweimaligem
Waschen mit 200 pl Assaypuffer wurden die Inkubationskammern zur Detektion mit 200 pl
Assaypuffer befillt. Die Detektion erfolgte im ZeptoREADER bei einer
Anregungswellenlange von 635 nm. Die Graustufenbilder der 12-bit CCD-Kamera wurden
als 16-bit TIFF-Dateien gespeichert. Folgende Einstellungen wurden am ZeptoREADER

gewabhilt.

Tabelle 11: Einstellungen am ZeptoREADER zur Detektion der Inmunoassays
Bild1 Bild2 Bild3 Bild4d Bild5 Bildé Bild7 Bild8

Emissionsfilter aus an an an an an an an
Belichtungszeit [s] 0,3 1 1 1 2 4 8 16
Graufilter 0,01 0,25 0,5 1 1 1 1 1

3.3.4 Bildanalyse von planaren Protein-Mikroarrays

Die Bildanalyse erfolgte mit der Software ZeptoVIEW (Bayer Technology Services,
Leverkusen) wobei die Versionen 2.0 und 3.1 verwendet wurden. Vergleichende Analysen
der beiden Softwareversionen hatten gezeigt, dass mit beiden Versionen dieselben
Ergebnisse generiert werden.

Die Methodenentwicklung sowie einige Immunoassays der HT-29-Spharoide wurden
mittels ZeptoVIEW 2.0 ausgewertet, alle anderen Analysen erfolgten mit ZeptoVIEW 3.1.
Das Prozedere der Auswertung wird im Folgenden erklart, sofern nicht anders

beschrieben, wurden jeweils die Standardeinstellungen verwendet.

3.3.4.1 Bildanalyse mittels ZeptoVIEW 3.1

Ein Raster mit den Dimensionen eines Subarrays (x-Richtung 280 um, y-Richtung
300 pum) wurde mittels Feature-Algorithmus auf die einzelnen Subarrays angepasst. Beim
verwendeten Algorithmus werden Spots in einem definierten Bereich gesucht, anhand der
gefundenen Spots wird dann das Raster ausgerichtet. Da die Position der einzelhen

Spots minimal vom Optimum abweichen kann, wurden die Spots Uber einen zweiten
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Feature-Algorithmus innerhalb des Rasters ausgerichtet. Dabei wurde eine Mobilitat von
60 % in x- und y-Richtung erlaubt. Der Durchmesser der Spots wurde standardmafiig auf
170 um eingestellt, aber abhangig vom tatsachlichen Durchmesser auf maximal 240 pum
vergroRert. Bei sehr schwachen Signalen wurde fir die Ausrichtung der Spots der
COG-Algorithmus (center of gravity) verwendet, welcher Spots nahe der optimalen
Position sucht. Die Rasterausrichtung bei den HT-29-Sphéaroiden wurde mittels
Intensities-Algorithmus  durchgefihrt, hierbei wird das Raster aufgrund der
Pixelintensitaten angepasst. Die Anpassung der Rasterperiode wurde in jedem Fall

deaktiviert.

Dem zur Auswertung verwendeten Spotsignal lag jeweils die mittlere Signalintensitat
zugrunde. Der lokale Hintergrund wurde zwischen den einzelnen Spots mit einer
Interzone von 66 % gemessen und verrechnet.

Das Bild mit der optimalen Belichtungszeit wurde von ZeptoVIEW 3.1 vollautomatisch
nach Standardeinstellungen gewahlt. Wenn das automatisch gewahlte Bild offensichtlich
Sattigungseffekte  aufwies, wurde manuell das hochstbelichtete Bild ohne
Sattigungseffekte gewabhilt.

Die Berechnung der probenspezifischen Signalwerte erfolgte bei Duplikatspots durch
Berechnung eines fehlergewichteten Mittelwerts, bei Verdinnungsreihen wurde ein
fehlergewichteter Wert bei mittlerer Konzentration extrapoliert. Die Fehlergewichtung
beruht unter anderem auf Homogenitat und Form des Spotsignals. AuRere Einflisse wie
Verschmutzungen, Kratzer, Uberblend- oder Hintergrundeffekte wurden von
ZeptoVIEW 3.1 meist selbststandig korrigiert, teils wurden solche Effekte manuell
verbessert.

Da der Anregungslaser ins Gitter links neben den Subarrays eingekoppelt wird und sich
das evaneszente Anregungsfeld von links nach rechts Uber den Mikroarray-Chip
ausbreitet, kommt es in dieser Richtung zu einem Abfall des Anregungssignals. Zur
Korrektur dieses Abfalls dienten die in die Spalten 1, 10 und 19 (siehe 3.3.1) gespotteten
Referenzen, mit welchen fiir jeden Probenspot ein Korrekturfaktor berechnet wurde.
Wenn der erwartete Signalabfall nicht detektiert werden konnte, wurde in ZeptoVIEW 3.1

der LinQuad-Algorithmus aktiviert.

Die fur den einzelnen Immunoassay erzeugten Signalwerte wurden um Priméarantikorper-
unspezifische Effekte korrigiert. Hierfir wurde fir jeden Sekundarantikbrper ein
Immunoassay ohne Primarantikérper durchgefihrt, welcher vom Signal des jeweiligen
Primarantikérpers subtrahiert wurde. Es wurden jeweils die Signale bei der hdchsten
gemessenen Belichtungszeit subtrahiert.

Bei den HT-29-Sphéroiden wurden teilweise nur sehr schwache Referenzsignale bei den
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Immunoassays ohne Priméarantikdrper detektiert. Um diese zu Korrigieren, wurde
entweder auf Subtraktion der Primé&rantikorper-unspezifischen Effekte verzichtet, oder die
Referenzsignale wurden durch einen artifiziellen Faktor erhéht.

Des Weiteren wurden die um Primérantikorper-unspezifische Effekte Kkorrigierten
Probensignalwerte auf die immobilisierte Proteinmenge normiert, welche wie in 3.3.2
beschrieben bestimmt worden war. Fir diese Normalisierungsassays wurde der
gewichtete Mittelwert flr jede Probe bestimmt und daraus probenspezifische
Proteinfaktoren berechnet.

Die als Ergebnis fur jede Probe erhaltenen relativen Fluoreszenzintensitaten (RFI) mit
Standardabweichung wurden aus ZeptoVIEW 3.1 exportiert und zur weiteren Analyse

verwendet.

3.3.4.2 Bildanalyse mittels ZeptoVIEW 2.0

Fur die Auswertung mit ZeptoVIEW 2.0 wurde manuell das hdchstbelichtete Bild, welches
noch keine Sattigungseffekte aufwies, ausgewdahlt. Raster und Spots wurden mittels
COG-Algorithmus (center of gravity) mit einer Mobilitat der Spots in x- und y-Richtung von
je 75 % ausgerichtet. Die Rasterdimensionen wurden wie bei ZeptoVIEW 3.1 gewahlt
(x-Richtung 280 um, y-Richtung 300 um) und die Spotgréf3e konstant auf 170 um gesetzt.
Der lokale Hintergrund wurde zwischen den Spots mit einer Interzone von 6 Pixeln
detektiert. Fir jeden Spot wurde der Mittelwert der relativen Fluoreszenzeinheiten (MFU,
mean fluorescence units) gebildet, welcher nach Korrektur um den lokalen Hintergrund in
Excel (Microsoft, Redmond, WA, USA) exportiert wurde.

Mithilfe der in den Spalten 1, 10 und 19 (siehe 3.3.1) gespotteten Referenzproben wurde
um Signalunterschiede korrigiert, welche durch den Abfall des Anregungssignals lber
dem Subarray entstehen. Da die Proben jeweils in Verdinnungsreihen im Duplikat
gedruckt waren, wurde mit den Mittelwerten der Duplikate eine lineare
Regressionsanalyse durchgefiihrt und konzentrationsunabhéngige Werte berechnet.
Daraus ergab sich der probenspezifische  Signalwert mit  zugehdriger
Standardabweichung, welcher um Primérantikorper-unspezifische Effekte und die
immobilisierte Proteinmenge korrigiert wurde. Hierfir wurden jeweils die Signale der
Sekundarantikdrper bei der entsprechenden Belichtungszeit subtrahiert. Die fur jede
Probe ermittelte Menge an immobilisiertem Protein wurde durch den Medianwert dividiert,
wodurch probenspezifische Proteinfaktoren entstanden. Diese wurden mit den um
Primarantikbrper-unabhangige Effekte bereinigten Signalwerten verrechnet. Die sich
ergebenden Standardabweichungen wurden durch Fehlerfortpflanzung ermittelt. Wenn

bei sehr kleinen Signalen, durch den Abzug von Primarantikbrper-unspezifischen

41



Material und Methoden

Effekten, minimal negative Signale auftraten wurden diese positiviert in die Auswertung

ubernommen.

3.3.5 Mikrosphdrenbasierter Peptidarray

Der verwendete Peptidarray basiert auf der xXMAP-Technologie (Luminex, Austin, TX,
USA). Ausgelesen wurde mit einer FLEXMAP 3D, die bis zu 500 farbig markierte
Mikrosphéarenpopulationen unterscheiden kann. In diesem Peptidarray sind auf 2 x 192
Mikrospharenpopulationen 384 Peptide der Histone H2A, H2B, H3 und H4 immobilisiert.
Pro Peptid kdnnen bis zu vier Aminosauren in modifizierter Form vorliegen, wodurch
samtliche relevanten Modifikationen von Histonschwéanzen reprasentiert werden (Bock et
al. 2011, Heubach et al. 2013). Die eingesetzte Technik zur Generierung des Peptidarrays
war von Dr. Oliver Ptz und Cornelia Sommersdorf in unserer Arbeitsgruppe entwickelt

worden. Fir ihre Unterstitzung bei der Durchfiihrung danke ich Cornelia Sommersdorf.

Die Durchfiihrung erfolgte mit einem Pipettierroboter, welcher mit einem 96-er Magnetkopf
die Mikrospharen zwischen den Inkubationsplatten transportierte. Alle verwendeten 96-er
Mikrotiterplatten wurden mit PBST bzw. 1 % BSA in PBST blockiert und anschlieBend mit
100 pl Loésung beflllt. Es lagen zwei Suspensionen mit je 192 peptidbelegten
Mikrospharen vor. Die Suspensionen wurden sonifiziert und gevortext, jeweils
500 Mikrospharen pro Population wurden in Platte 1 vorgelegt. Die zu testenden
Antikérper wurden 1 : 250 in 1 % BSA in PBST verdiinnt und in Platte 2 pipettiert. Der
Pipettierroboter Uberfihrte die Mikrosphéren aus Platte 1 in die Antikérperldsung zur
sechzigminitigen Inkubation. In zwei Waschplatten wurden die Mikrospharen mit PBST
gewaschen und anschlieBend fir 45 min mit dem entsprechenden PE-markierten
Sekundarantikorper inkubiert (PE, Phycoerythrin). Nach zwei weiteren Waschschritten
wurden die Mikrosphéren in 1 % BSA in PBST eluiert. Die Detektion mittels FLEXMAP 3D
erfolgte pro Kavitat in 80 pl innerhalb von 60 s. Der tber 100 Mikrospharen bestimmte
Median der Fluoreszenzintensitaten wurde ausgegeben (MFI, mean fluorescence
intensity). Als Positivkontrolle dienten mit c-Myc bzw. Biotin belegte Mikrosphéren, die mit
PE-markiertem Anti-c-Myc-Antikérper bzw. Streptavidin detektiert wurden. Eine Inkubation

ohne Priméarantikdrper wurde als Negativkontrolle mitgefuhrt.
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3.4 Darstellung und Analyse von Datensatzen

3.4.1 Fehlerfortpflanzung

Fur die Auswertung mit ZeptoVIEW 2.0 wurden drei fehlerbehaftete GroRen miteinander
verrechnet: probenspezifischer Signalwert, Primé&rantikorper-unspezifische Effekte und
der Proteinfaktor. Die resultierende Standardabweichung wurde nach den folgenden
Regeln der Fehlerfortpflanzung ermittelt.

Um den Einfluss einer fehlerbehafteten GroRR3e x auf das Endergebnis y abzuschéatzen,
wurde das Endergebnis als Funktion der fehlerbehafteten Grof3e betrachtet, es wurde
nach der fehlerbehafteten Grol3e abgeleitet und mit ihnrem absoluten Fehler multipliziert.

dy
y=y(x)=>Ay = |—

A
dx| x

Formel 1. Berechnung des Fehlers in Abhéngigkeit einer fehlerbehafteten Gréi3e

Wenn mehrere fehlerbehaftete Grof3en x; bei der Ermittlung des Endergebnis y beachtet
werden mussten, so wurden die Einflisse von x; auf y quadratisch addiert, solange die
Fehler der GroRen x; voneinander unabhangig waren und sich nicht gegenseitig

beeinflussten.

n

a 2

y=Y(x1;x2;---:xn)=>Ay2 =Z(%) Axlz =>Ay=
i

i=1

Formel 2: Berechnung des Fehlers in Abhangigkeit mehrerer fehlerbehafteter GréRRen

3.4.2 Datentransformation

Um trotz stark unterschiedlicher Signalintensitaten verschiedene Immunoassays in
gemeinsamen Diagrammen darstellen zu kdnnen, wurden alle Signalwerte auf den
jeweiligen Mittelwert der Kontrollbehandlung normiert. Fir eine aquidistante Darstellung
faktorieller Unterschiede, beispielsweise in Heatmaps, wurden die Werte auRerdem zur

Basis 2 logarithmiert.

Lagen fir ein Antigen Signalwerte von Gesamtform und modifizierter Form vor, so wurde

dessen relative Aktivitat berechnet. Hierflir wurde das Verhaltnis von modifizierter Form
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zur Gesamtform gebildet, welches mit dem Zusatz R zum Proteinnamen gekennzeichnet

wurde.

3.4.3 Hierarchische Clusteranalysen

Um Ahnlichkeiten zwischen Proben oder Analyten ausfindig zu machen und um diese zu
gruppieren, wurde das Verfahren der Clusteranalyse verwendet. Unter Clusteranalyse
versteht man multivariante Verfahren zur Ermittlung von Gruppen (Clustern)
zusammengehdoriger Objekte aus einer Grundmenge von numerisch beschriebenen
Objekten. Bei diesen Objekten kann es sich beispielsweise um Datensatze von
Messwerten handeln, in denen Ahnlichkeiten und Hierarchien gefunden werden sollen.
Die dafur verwendeten Algorithmen kdnnen hierarchisch oder partitionierend sein, des
Weiteren muss, je nach Algorithmus, eine Distanzfunktion zur Bestimmung des Abstands
zweier Elemente d(a,b) bekannt sein. Die Ergebnisse der hierarchischen Clusteranalysen
wurden in Form von Heatmaps dargestellt, wobei die Ahnlichkeit der Objekte durch die

baumartigen Strukturen verdeutlicht wird.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Software MeV (TM4 Microarray Software Suite) zur
Erstellung von Clusteranalysen verwendet (Saeed et al. 2003, 2006). Die Datensétze
wurden Mittelwert-zentriert und zur Basis 2 logarithmiert fir die Analyse verwendet. Als
MaRstab fur die Ahnlichkeit wurde euklidische Distanz (euclidean distance) und als
Clustering Methode vollstandige Verknipfung (complete linkage) gewahlt, da sich diese
Kombination zur Darstellung logarithmierter Daten als besonders geeignet erwiesen hat
(D’haeseleer 2005).

dap = JZ(eaC - epe)?

Formel 3: Formel der euklidischen Distanzfunktion

3.4.4 Statistische Signifikanztests

Statistische Tests helfen komplexe Datensatze zu organisieren, zu analysieren und
letztendlich zu interpretieren. In dieser Arbeit wurden statistische Verfahren genutzt, um
Unterschiede zwischen Behandlungsgruppen aufzuzeigen. Die Analysen wurden mit der
Software MeV (TM4 Microarray Software Suite) durchgefuhrt (Saeed et al. 2003, 2006).
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3.4.4.1 T-Test

Der T-Test gehdrt zur Gruppe der parametrischen Verfahren und prift, ob sich die
Mittelwerte zweier Stichproben systematisch voneinander unterscheiden. Hierflr wurden
die untransformierten Messwerte (RFI) der einzelnen Replikate manuell zwei
Probengruppen zugewiesen. Da aufgrund der kleinen Gruppengréf3e keine gleichen
Varianzen angenommen werden konnten, wurde die Welch-Naherung fur ungleiche
Varianzen verwendet (Welch 1947). Die p-Werte wurden aus der theoretischen
T-Verteilung berechnet. Um fur multiples Testen =zu Kkorrigieren, wurde die
Bonferroni-Methode angewandt, wobei der kritische p-Wert auf 0,05 gesetzt wurde.

Formel 4. Welch T-Test zur parametrischen Varianzanalyse zweier Gruppen

3.4.4.2 Kruskal-Wallis-Rangsummentest

Beim Kruskal-Wallis-Rangsummentest handelt es sich um ein nicht-parametrisches
Verfahren der Varianzanalyse. Der Test weist mit hoher Sensitivitdt Unterschiede
zwischen Probengruppen nach, ohne dabei die absoluten Schwankungen zu beachten.
Dieser Test wurde verwendet, um mehr als zwei Probengruppen zu vergleichen. Die
Mittelwert-zentrierten und zur Basis 2 logarithmierten Messwerte wurden manuell den drei

Probengruppen zugewiesen.

l R?
n(n+1) En_l —3+D)

i=1

Formel 5: Kruskal Wallis Rangsummentest zur nicht-parametrischen Varianzanalyse
fir mehr als zwei Gruppen

3.4.5 Datenevaluierung des Peptidarrays

Zur Klassifikation der mittels Peptidarrays auf ihre Spezifitat getesteten Antikdrper wurde
ein Schwellenwert bestimmt, um die spezifischen Sighale vom Hintergrundrauschen zu
trennen. Hierfur wurden die 379 Peptide des Peptidarrays fur jeden Antikdrper in
relevante (spezifische Antikorperbindungsstelle vorhanden) und nicht-relevante (keine
spezifische  Antikorperbindungsstelle  vorhanden) Peptide eingeteilt. Fir die
nicht-relevanten Peptide wurde eine lognormale Verteilung angenommen und fir jeden

Antikdérper Mittelwert u und Standardabweichung o derselben berechnet. Mit y und o in
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der Quantilfunktion wurde der Schwellenwert berechnet, unter dessen Wert 99,9 % aller
Hintergrundsignale fielen. MFI-Werte oberhalb dieses Schwellenwerts wurden als
spezifisches Signal angesehen.

Dieser Klassifikator wurde mithilfe des positiven Vorhersagewerts PPV (positive predictive
value) beurteilt. Alle Antikbrper mit einem PPV groéRer als 0,6 wurden als spezifisch
klassifiziert (Klasse Il). Antikbrper mit einem PPV von 1,0 wurden als hochspezifisch
klassifiziert (Klassel). Alle anderen Antikérper wurden als unspezifisch Kklassifiziert
(Klasse lll). Waren fur einen Antikdrper keine relevanten Peptide im Array vertreten oder
wurde mit weniger als 3 Peptiden ein Signalwert oberhalb des Schwellenwerts erreicht, so
wurde dieser Antikorper nicht klassifiziert (Klasse na).

Anzahl echt positiver Signale
PPV

~ Anzahl echt positiver Signale + Anzahl falsch positiver Signale

Formel 6: Berechnung des positiven Vorhersagewerts PPV

Zusatzlich wurden nach folgenden Regeln Sensitivitat und Spezifitat fur jeden Antikdrper

berechnet:;

Anzahl echt positiver Signale

Sensitivitit =
ensttivita Anzahl echt positiver Signale + Anzahl falsch negativer Signale

Formel 7: Berechnung der Sensitivitat

Anzahl echt negativer Signale

Spezifitit =
pezifita Anzahl echt negtiver Signale + Anzahl falsch positiver Signale

Formel 8: Berechnung der Spezifitat

Dieses Verfahren zur Evaluierung der hier dargestellten Daten wurde von
Hannes Planatscher entwickelt, die Evaluierung erfolgte in enger Zusammenarbeit mit

ihm. Das komplette System ist in Heubach et al. (2013) beschrieben.
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4. Ergebnisse

Die Analyse von Tumorspharoiden stellt eine besondere Herausforderung dar, da ein
Sphéroid aus nur 10.000-100.000 Zellen besteht. Um trotzdem eine weitreichende
Expressions- und Modifikationsanalyse durchfuhren zu konnen, ist eine hochsensitive
Proteinanalytik erforderlich. Reverse Phase Protein Mikroarrays (RPPA) als sensitives
immunologisches Messsystem bendtigen im Gegensatz zur Massenspektrometrie nur
eine minimale Probenmenge; einige tausend Zellen sind ausreichend, um dutzende
Proteine zu untersuchen. Diese Plattform ist somit prinzipiell zur Analyse von Spharoiden

geeignet.

4.1 Methodenentwicklung

4.1.1 Bestimmung der pro Behandlungskondition benétigten Anzahl an

Spharoiden

In  unserer Arbeitsgruppe besteht langjahrige Erfahrung mit Reverse Phase
Protein-Mikroarrays, wobei bisher mit Monolayer-Zellkulturproben und Gewebeproben
gearbeitet wurde. Material war meist ausreichend vorhanden, sodass die Grenzen der
Methode nicht ausgereizt werden mussten. Eine Herausforderung bestand deshalb in der

Anpassung der Methode an die Analyse kleinster Probenmengen.

Die Detektionsgrenze des Systems liegt bei 1000 Molekilen pro Mikrospot, was in etwa
einem Zellaquivalent Protein entspricht. Somit stellen Sphéroide, die aus mehreren
tausend Zellen bestehen, an sich keine groRe Herausforderung an das System dar. Da
aber zum Generieren der Mikroarrays ein Vielfaches des immobilisierten Probenvolumens
bendtigt wird, sollten idealerweise mindestens 16 pg Protein vorhanden sein, um robuste

Signale generieren zu kénnen.

Sphéroide wurden aus den Zelllinien HT-29 und NCCIT sowie aus primarem
Tumormaterial von Kolonkarzinompatienten hergestellt. Da zu Beginn dieser Arbeit
keinerlei Erfahrung mit Sphéaroiden vorhanden war, wurde in ersten Versuchen deren
Proteingehalt ermittelt, um daraus die pro Behandlungskondition bendtigte Anzahl an
Sphéaroiden zu definieren.

Hierfir wurden unterschiedliche Mengen an Sphéaroiden lysiert und anschlieend ihr

Proteingehalt bestimmt (Tabelle 12).
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Tabelle 12: Proteinbestimmung der Sphéroide

Zur Ermittlung der pro Behandlungskondition fiir die RPPA-Analyse benétigen
Spharoidmenge wurde eine Proteinbestimmung nach Bradford durchgefuihrt. Die Sphéroide
wurden entweder weitestgehend ohne Restvolumen oder mit definierten 30 pl Restvolumen
PBS geerntet. Proben mit 30 pl Restvolumen wurden mittels Vakuumrotationsverdampfers
(SV) vor der Lyse lyophilisiert. Die Lyse erfolgte in 2,5 oder 5,0 pl Lysepuffer.

Abkilrzungen: MW — Mittelwert, SD — Standardabweichung (standard deviation), CV —
Variationskoeffizient (coefficient of variation)

HT-29 NCCIT Patient
Zellen pro Sphéaroidansatz 50.000 500 50.000
Kultivierungsdauer 48 h 48 h 108 h
Restvolumen PBS 2,2-23ul 30 ul 30 ul
Trocknung - SV SV
Protein pro Sphéroid
MW 9,0 ug 2,7 ug 4,3 ug
SD 1,1 0,6 1,3
%CV 12,5 22,8 29,9
Fazit fiir weitere Experimente
Anzahl Spharoide pro Kondition 3 10 3

Der Proteingehalt der Spharoide héangt stark von der zur Sphéaroid-Generierung
eingesetzten Zellart und -anzahl ab. Wahrend ein HT-29-Sphéaroid ca. 9 ug Protein
lieferte, konnten aus einem Patienten-Sphéaroid nur ca. 4 ug Protein gewonnen werden.

Die NCCIT-Spharoide lieferten knapp 3 ug Protein pro Spharoid.

Die Bedingungen der Sphéaroid-Generierung aus Zelllinien kénnen gut standardisiert
werden, daher wird hier nur eine minimale Schwankung zwischen den Experimenten
erwartet. Die primaren Spharoide unterscheiden sich jedoch stark, abhéangig von Patient
und Tumorzusammensetzung. Es sind demnach grof3e Schwankungen zwischen
verschiedenen Patienten zu erwarten und diese Ergebnisse stellen nur eine Abschéatzung
dar. Aus diesem Versuch wurde abgeleitet, dass zukinftig bei den HT-29- und
Patienten-Sphéaroiden mit je 3 Sphéaroiden pro Behandlungskondition gearbeitet wird, bei

den NCCIT-Sphéaroiden mit jeweils 10 Spharoiden.

4.1.2 Probenpraparation mittels Lyophilisierung

Durch die Arbeit mit nur wenigen tausend Zellen kleinen Sphéaroiden und den daraus
resultierenden kleinsten Probenmengen musste die Prozessierung der Spharoide
optimiert werden. Da der Fokus dieser Arbeit auf der Analyse von Proteinexpressions-
und Modifikationszustanden liegt, war es besonders wichtig, Veranderungen der Proteine
durch die Praparation zu vermeiden. Die Sphéaroidernte musste zligig erfolgen und die

Proben umgehend in Flussigstickstoff schockgefroren werden. Durch den
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denaturierenden Lysepuffer wurde der Proteinzustand endgultig fixiert. Da lediglich 5 pl
Lysepuffer verwendet wurden, kénnten schon wenige Mikroliter Varianz die Lyseeffizienz
drastisch verandern. Um die Lysebedingungen zu standardisieren, musste sichergestellt

werden, dass die Sphéaroide in einem konstanten Restvolumen vorlagen.

Zu Beginn wurde versucht, das Uuberschissige PBS weitgehend mit einer Pipette
abzusaugen. So konnte aber kein konstantes Restvolumen erzielt werden, wodurch die
Lyseeffizienz zwischen den Proben schwankte. Deshalb wurden die Sphéroide in 30 pl
PBS geerntet, schockgefroren und anschlieRend mittels Vakuumrotationsverdampfers
oder Gefriertrockners lyophilisiert. Nach der Lyophilisierung konnte die Lyse in
konzentriertem Puffer erfolgen. Dieses Vorgehen beschleunigte die Spharoidernte und
eine Schwankung der Lyseeffizienz durch Verdiunnung des Lysepuffers mit variierenden
Restvolumina an PBS wurde verhindert. Die Effizienz der Methode wurde mittels RPPA

getestet.

Fur diesen Test wurden je 150.000 Monolayerzellen der Zelllinie HT-29 geerntet und in
PBS aufgenommen. Das PBS wurde entweder weitestgehend abgesaugt (RV) oder
definiert 30 ul Restvolumen im Reaktionsgefall belassen. Die Halfte der Proben mit 30 pl
Restvolumen wurde mittels Gefriertrockners (Lyo), die andere Halfte mittels
Vakuumrotationsverdampfers (SV) getrocknet. Als Indikator fir Effizienz und

Reproduzierbarkeit der Lyse wurde die Proteinkonzentration bestimmt (Tabelle 13).

Tabelle 13: Auswirkung der Praparationsmethode auf den Proteingehalt der
HT-29-Zelllysate

An HT-29-Zellen wurden drei verschiedene Préparationsmethoden getestet. Je 150.000
Zellen wurden in konstant 30 ul PBS geerntet und dann mittels Gefriertrockners (Lyo) oder
Vakuumrotationsverdampfers (SV) lIyophilisiert, oder das Volumen wurde von Hand
weitgehend abgenommen. AnschlieBend wurde lysiert und der Proteingehalt der Proben
bestimmt.

Abkurzungen: MW — Mittelwert, SD — Standardabweichung, CV — Variationskoeffizient

Praparationsmethode RV Lyo sV
PBS durch Vakuum-
Absaugen . .
Trocknung . Gefriertrockner rotations-
weitestgehend
verdampfer
entfernt
Restvolumen PBS 0,9-5 pul 30 ul 30 ul
Protein pro 150.000 Zellen
MW 24,9 ug 25,2 ug 30,5 ug
SD 2,1 1,1 1,4
%CV 8,5 4,3 4,5
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Die extrahierte Proteinmenge hing stark von der Praparationsmethode ab. Lyophilisierung
mittels Vakuumrotationsverdampfers hatte eine um ca. 22 % hohere Lyseeffizienz zur
Folge als die Lyse ohne Lyophilisierung. Lyophilisierung mittels Gefriertrockners
entsprach der Kontrolle. Die Lyse nach Lyophilisierung fuhrte zu einheitlicheren
Ergebnissen, der Variationskoeffizient der extrahierten Proteinmenge lag bei ca. 4,5 %,
ohne Lyophilisierung bei 8,5 %.

Mit den Lysaten wurden Mikroarrays generiert, um die Freisetzung membrangebundener,
zytosolischer und nukledrer Proteine zu analysieren. In Abhangigkeit von der
Praparationsmethode zeigten 18 von 19 Proteinen signifikante Unterschiede in der
Proteinmenge (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Unterschiede im Expressions- und Phosphorylierungsstatus von
Proteinen durch die Probenpréparation

Die Expression bzw. Modifikation wvon 19 Proteinen aus unterschiedlichen
Zellkompartimenten wurde analysiert. Die Zuordnung zu den Zellkompartimenten erfolgt
durch das blaue Farbschema am rechten Bildrand: dunkelblau — membranstandig, mittelblau
— zytosolisch, hellblau — nuklear. Die drei Probengruppen ergeben sich durch Unterschiede
in der Praparation: Eine Gruppe wurde mit einem minimalen Restvolumen an PBS (RV)
lysiert, die anderen wurden durch verschiedene Lyophilisierungsmethoden vor der Lyse
getrocknet (Lyo, SV). Dargestellt sind alle, nach Kruskal-Wallis Rangsummentest zwischen
den drei Praparationsgruppen, signifikant unterschiedlich exprimierten Proteine. Die
Mittelwert-zentrierten und zur Basis 2 logarithmierten Signalwerte der RPPA-Analyse sind
nach hierarchischer Clusteranalyse (euklidische Distanz, vollstandige Verknupfung)
entsprechend der Farbkodierung dargestellt. Die Probengruppen sind senkrecht, die
analysierten Proteine waagrecht aufgetragen. Graue Felder entsprechen nicht erfassten
Werten.

Abkirzungen: RV — Restvolumen PBS, SV - Vakuumrotationsverdampfer (SpeedVac), Lyo —
Gefriertrockner, # - eindeutiger Probenbezeichner, p - phospho, [] -
Antikérpernummerierung mehrfach erfasster Analyten

Senkrecht sind die drei Praparationsgruppen dargestellt, die Ahnlichkeit der Replikate ist

gut sichtbar. Insgesamt waren die RPPA-Signale nach Lyophilisierung deutlich starker,

was daflr spricht, dass die Lyseeffizienz durch den Lyophilisierungsschritt erhéht wird.

Auch zwischen den beiden Arten der Lyophilisierung sind Unterschiede zu erkennen:

Durch Lyophilisierung mittels Vakuumrotationsverdampfers wurde mehr Protein

solubilisiert als durch die Gefriertrocknung.
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Fur membranstandige und zytosolische Proteine waren die Signalunterschiede zwischen
den Praparationsgruppen eher gering. Besonders deutliche Unterschiede zeigten sich
jedoch bei der Solubilisierung von nukledren Proteinen. Nach Lyophilisierung wurden fir
Histone und PCNA deutlich hohere Signale erhalten. Die Lyophilisierung scheint somit vor
allem nukleare DNA-bindende Proteine zu beeinflussen. Hierfur durfte der erhohte
Salzgehalt der Lysate verantwortlich sein, der durch Trocknung der 30 pl PBS entsteht.
Da in dieser Arbeit insbesondere Expressions- und Modifikations&dnderungen von
Histonen untersucht werden sollten, ergibt sich durch Lyophilisierung der Proben ein
deutlicher Vorteil.

8 - W Akt S473p [1] R
T ERK1/2 T202p/Y204p [1] R

III{II{III

RV #1198
RV #1199
RV #1200
RV #1201
RV #1202
RV #1231 ==
Lyo #1205
Lyo #1206
Lyo #1207
Lyo #1208
Lyo #1229
Lyo #1230
SV #1215
SV #1216
SV #1217
SV #1218
SV #1219
SV #1220

Abbildung 7: Relativer Phosphorylierungsstatus der Proteine Akt und ERK1/2

Das RPPA-Signal der phosphorylierten Proteinform wurde mit dem Signal des
Gesamtproteins ins Verhaltnis gesetzt. Die Median-zentrierten Werte der Verhaltnisse sind
als relative Fluoreszenzintensitaten (RFI) aufgetragen.

Abkirzungen: RV — Restvolumen PBS, SV - Vakuumrotationsverdampfer (SpeedVac), Lyo —
Gefriertrockner, # -  eindeutiger = Probenbezeichner, p - phospho, []-
Antikdrpernummerierung mehrfach erfasster Analyten, R — Verhéltnis zwischen Phospho-
und Gesamtform des entsprechenden Proteins, RFI — relative Fluoreszenzintensitat, AU —
willkrliche Einheiten (arbitrary units)

Betrachtet man den Einfluss der Lyophilisierung auf phosphorylierte Proteinformen, so
zeigt sich ein uneinheitliches Bild. Wahrend die Phosphosignale von ERK1/2, AMPKa und
RSK1 nach Lyophilisierung mittels Vakuumrotationsverdampfers anstiegen, ergab sich fur
GSK3p und Akt keine Anderung. Vergleicht man bei ERK1/2 die Signale von Gesamt- zu

Phosphoform, so zeigt sich, dass beide Formen nach Lyophilisierung vermehrt detektiert
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wurden, die einzelnen Formen verhielten sich aber nicht proportional (Abbildung 7). Bei
Akt kam es nach der Behandlung im Vakuumrotationsverdampfer bei Gesamt- und
Phosphoform zu einer minimalen Signalerhhung, Phospho- und Gesamtprotein

veranderten sich proportional.

Somit konnte gezeigt werden, dass die Varianz der Proteinsolubilisierung durch
Lyophilisierung verringert wird und nukleéare Proteine, wie Histone, durch Lyophilisierung
besser freigesetzt werden. Die Lyophilisierung ist folglich eine geeignete Methode zur
Probenpréaparation fir den RPPA.

4.1.3 Vergleich des Wachstumsverhaltens von Spharoiden aus den

Zelllinien HT-29 und NCCIT

Die analysierten Sphéaroide unterscheiden sich sowohl durch die Zelllinieneigenschaften
als auch durch die Generierungsmethode. Wahrend die HT-29-Spharoide aus
50.000 Zellen generiert wurden, wurden fir die NCCIT-Sphéroide 500 Zellen eingesetzt,
was sich im Proteingehalt der Spharoide widerspiegelt (4.1.1). AufRerdem wurde
beobachtet, dass die NCCIT-Spharoide wahrend der Behandlungsdauer standig
wachsen, wahrend die HT-29-Sphéaroide ihre urspriingliche GrofRe beibehalten. Dieses
Verhalten konnte mit dem Proteingehalt der Spharoide korreliert werden (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Zusammenhang zwischen Wachstumsverhalten und Proteingehalt von
Spharoiden

Aus den Zelllinien NCCIT und HT-29 wurden fir 48 h Sphéroide generiert. Diese wurden fir
die dargestellten Zeitdauern mit DMSO (NCCIT: 0,1 %; HT-29: 0,2 %) in Zellkulturmedium
behandelt, nach Lyophilisierung und denaturierender Lyse wurde nach Bradford der
Proteingehalt der Sphéroide bestimmt. Die Mittelwerte der Replikate wurden auf den jeweils
kleinsten Zeitpunkt normiert und sind als Proteinfaktoren mit Standardabweichung
aufgetragen.

Fur die HT-29-Spharoide anderte sich der Proteingehalt im Behandlungszeitraum
zwischen 12 h und 108 h nur minimal (Faktor 1,2). Bei den NCCIT-Spharoiden war
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hingegen ein deutlicher Anstieg des Proteingehalts sichtbar: Zwischen 0,5h und 48 h
Behandlungsdauer stieg der Proteingehalt um den Faktor 2,4 an.

Das beobachtete Wachstum der NCCIT-Sphéaroide korreliert somit mit dem Anstieg des
Proteingehalts, wahrend Grofle und Proteingehalt von HT-29-Spharoiden konstant
bleiben.

4.2 Proteinexpressionsanalyse in Patienten-Spharoiden

Sphéaroide koénnen aus Zelllinien oder aus primdrem humanem Tumormaterial generiert
werden. Besonders heterotypische Sphéaroide welche direkt aus Patientenmaterial
generiert werden, besitzen viele Charakteristika von Mikrotumoren. Heterotypische
Spharoide bestehen, abhéngig von der Zusammensetzung des Patientenmaterials, aus
verschiedenen Zelltypen, wahrend aus einzelnen Zelllinien homotypische Sphéaroide
generiert werden. Die verschiedenen Zelltypen im heterotypischen Sphéroid
kommunizieren miteinander, wodurch diese als Tumormodell dienen, was vollkommen
neue Mdglichkeiten in der Tumorforschung eréffnet.

Aus Biopsien von Tumorpatienten kénnen Zellen vereinzelt und daraus in vitro Spharoide
generiert werden. Durch Behandlung der Tumorspharoide mit Antitumormedikamenten
kénnen potentiell wirksame Medikamente definiert werden. Somit kann eine Vielzahl von
Medikamenten exvivo direkt auf Patientenmaterial getestet werden und potentiell
wirksame Medikamente kdnnen bereits im Vorfeld gefiltert und der Patient mit dem fir ihn
bestgeeigneten Medikament behandelt werden. Dieses Screening-Modell wird zurzeit in
klinischen Studien beim Mamma- und Kolonkarzinom getestet, als Auslesesystem dienen
einfache Apoptose- oder Vitalitatsassays (SpheroNeo, SpheroPCT).

Das Spharoid-System  kann  auf3erdem in  préklinischen  Phasen  der
Medikamentenentwicklung dazu verwendet werden, detaillierte Informationen Uber die
Wirkmechanismen von Antitumorsubstanzen zu erhalten und Unterschiede in ihrer

Wirkungsweise zwischen individuellen Patienten zu analysieren.

Fur dieses Experiment wurde vier Kolontumorpatienten bei einer Biopsie Tumorgewebe
entnommen. Die daraus generierten Spharoide wurden mit dem, im Rahmen dieser
Arbeit, neu etablierten Praparationsprotokoll aufgeschlossen und mittels RPPA analysiert.
Zum Vergleich wurden Sphéaroide der Zelllinie HT-29 sowie ein Lysat aus

HT-29-Monolayerzellen mitgefuhrt (Tabelle 14).
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Tabelle 14: RPPA-Analyse von priméren Patienten-Sphéroiden

Spharoide aus primarem humanem Kolontumormaterial sowie HT-29-Sphéaroide wurden mit
dem in dieser Arbeit etablierten Protokoll prapariert und mittels RPPA analysiert. Die
Konditionen der Spharoid- und Mikroarraygenerierung sowie die Ergebnisse der
Proteinbestimmung sind in dieser Tabelle gelistet.

Abkurzungen: MW — Mittelwert, SD — Standardabweichung, CV — Variationskoeffizient

HT-29-Spharoide Patienten-Spharoide
Kultivierdauer der Spharoide 60 h 48 h
Zellen pro Sphéaroidansatz 150.000 150.000
Replikate 5 3 je Patient
Protein pro Sphéroid
MW 15,6 ug 6,1ug
SD 3,5 2,3
%CV 22,6 37,7
Proteinkonzentration im Mikrospot
MW 0,30 mg/ml 0,21 mg/ml
SD 0,07 0,08
%CV 22,6 37,7

Die Proteinkonzentration der auf dem Mikroarray immobilisierten Proben variierte. Die
mittlere gespottete Proteinkonzentration lag bei den Patienten-Sphéaroiden bei 0,21 mg/ml
und somit unter dem Optimum von 0,3-0,4 mg/ml, wohingegen die Konzentration der
HT-29-Spharoide im optimalen Bereich lag. Diese suboptimalen Bedingungen fir die

Patienten-Sphéaroiden zeigten teilweise Einfluss auf die RPPA-Analyse (Abbildung 9).
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Abbildung 9: RPPA-Analyse der Expression von Proteinen in priméren humanen
Tumorsphéaroiden im Vergleich zu HT-29-Zellliniensphéaroiden

In Sphéroiden aus primdrem humanem Kolontumormaterial wurde mittels RPPA die
Expression bzw. Modifikation von Proteinen analysiert. Zum Vergleich dienten Sphéaroide der
Zelllinie HT-29 sowie Monolayerzellen. Die um Primarantikdrper-unspezifische Effekte und
die immobilisierte Proteinmenge Kkorrigierten Signalwerte ausgewdahlter Proteine sind

dargestellit.

Abkirzungen: M-HT — Monolayerzellen der Zelllinie HT-29, S-HT — Spharoide der Zelllinie
HT-29, S-P1 - Spharoide aus Tumorgewebe des Patienten P1, P1 -
Patientennummerierung, # - eindeutiger Probenbezeichner, p - phospho, [] -

Antikérpernummerierung mehrfach erfasster Analyten, RFI — relative Fluoreszenzintensitat,
AU — willkirliche Einheiten (arbitrary units)
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Abbildung 9 zeigt die RPPA-Signalwerte ausgewahlter Proteine fur vier Patienten im
Vergleich zu den HT-29-Proben.

Bei ERK1/2 wurden grof3e Unterschiede zwischen den Patienten beobachtet, die
Patienten P1 und P2 zeigten eine hohere Expression als P3 und P4. Die Signalhohe war
in allen Fallen ausreichend, wenn auch kleiner als bei den HT-29-Sphéaroiden und die
Standardabweichungen waren gering.

Fur phosphoryliertes ERK1/2 (T202p/Y204p) wurden sehr kleine Signale im Bereich des
Hintergrundrauschens gemessen, wodurch sich hohe Standardabweichungen ergaben.
Unterschiede zwischen den Patienten waren nicht zu erkennen, das Signal der
HT-29-Sphéroide war deutlich starker.

Fur IGF1 Rezeptor und PI3K p85a konnten bei den Patienten-Sphéaroiden deutliche
Signale mit kleinen Standardabweichungen gemessen werden. Das Signalniveau dieser
Proteine war in den Patienten-Spharoiden deutlich geringer als in den HT-29-Spharoiden,
Unterschiede zwischen den Patienten waren nicht zu erkennen.

Besonders deutliche Signalsteigerungen bei den Patienten-Sphéroiden im Vergleich zu
den HT-29-Spharoiden, konnten bei Histonen beobachtet werden. Vor allem die
Expression von Histon H2B und die Acetylierung von Histon H4 waren zwischen den

Patienten stark unterschiedlich.

In diesem Experiment wurde deutlich, dass die Analyse stark exprimierter Proteine in
Patienten-Sphéaroiden moglich ist, wohingegen schwach exprimierte Proteine oder seltene
Phosphoproteine nur kleine Signale im Bereich des Hintergrundes und groRRe
Schwankungen zwischen den Replikaten zeigten. Fiur diese seltenen Proteine wére eine
hohere Proteinkonzentration im Mikrospot erstrebenswert, um das Signalniveau zu
erhohen und Schwankungen zu reduzieren. Durch Anderungen im Prozess der
Mikroarraygenerierung konnte eine solche Erhdhung in spateren Experimenten erreicht
werden und die mittlere gespottete Proteinkonzentration in den optimalen Bereich
zwischen 0,3 und 0,4 mg/ml gelegt werden. Der Einfluss dieser Anderungen auf die

Detektion selten vorkommender Phosphoproteine wird im Folgenden gezeigt.

Beispielhaft sind die Ergebnisse der beiden Phosphoproteine MEK1/2 S217p/S221p und
MTOR S2448p dargestellt (Abbildung 10). Im linken Diagramm wurden die Proben, wie
oben beschrieben, mit nur 0,21 mg/ml Protein im Mikrospot gedruckt. Diese Proben
zeigten schwache RPPA-Signale mit hohen Standardabweichungen und lassen keine
Unterscheidung zwischen den Patienten zu. Durch eine Erhohung der
Proteinkonzentration auf 0,35 mg/ml (Abbildung 10 rechts) setzten sich die Probensignale

vom Hintergrundrauschen ab und es ergaben sich homogene Replikate mit kleinen
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Standardabweichungen. Die Daten des volumenoptimierten Experiments wurden

freundlicherweise von Dr. Ute Metzger fUr diese Arbeit zur Verfligung gestellt.
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Abbildung 10: Optimierung der RPPA-Analyse von primaren humanen
Tumorspharoiden durch Erhéhung der auf dem Mikroarray-Chip immobilisierten
Proteinmenge

Sphéaroide aus primarem humanem Kolontumormaterial von funf Patienten wurden im
Vergleich mit Sphéaroiden der Zelllinie HT-29 sowie Monolayerzellen analysiert. Fur die
linken Diagramme wurden die Lysate der Patienten-Sphéroide mit einer mittleren
Proteinkonzentration von 0,21 mg/ml auf die Mikroarrays gedruckt, fur die rechten
Diagramme mit einer mittleren Konzentration von 0,35 mg/ml. Die um Priméarantikdrper-
unspezifische Effekte und die immobilisierte Proteinmenge Kkorrigierten Signalrohwerte
zweier Proteine sind dargestellt.

Abkirzungen: M-HT — Monolayerzellen der Zelllinie HT-29, S-HT — Spharoide der Zelllinie
HT-29, S-P1 - Spharoide aus Tumorgewebe des Patienten P1, P1 -
Patientennummerierung, # - eindeutiger Probenbezeichner, p - phospho, [] -
Antikérpernummerierung mehrfach erfasster Analyten, RFI — relative Fluoreszenzintensitét,
AU — willkirliche Einheiten (arbitrary units)

Die Daten der rechten Diagramme wurden freundlicherweise von Dr. Ute Metzger fur diese
Arbeit zur Verfigung gestellt.

Somit konnte gezeigt werden, dass das in dieser Arbeit etablierte System der

Probenpraparation auch auf primare Tumorsphéroide anwendbar ist. Durch Minimierung
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des Pipettiervolumens konnte die Methode in weiterfihrenden Experimenten soweit
verfeinert werden, dass auch selten vorkommende Phosphoproteine analysiert werden
konnen. Somit steht eine Methode bereit mit welcher Wirkmechanismen von
Antitumorsubstanzen direkt auf primdrem Patiententumormaterial analysiert werden

kdnnen.

4.3 Analyse der Wirkprofile verschiedener Antitumorsubstanzen

auf Proteinebene

Das neu etablierte Praparationsverfahren erlaubt einen verlasslichen Proteinnachweis aus
Spharoiden, wobei der Expressions- und Modifikationszustand von bis zu 80 Proben
gleichzeitig analysiert werden kann. Der Einsatz von Sphéaroiden stellt im Vergleich zur
Monolayerkultur einen deutlichen Vorteil dar, da diese der klinischen Situation n&her
kommen. Durch die dreidimensionale Spharoidstruktur kommt es zu einem
Konzentrationsgradienten der Antitumorsubstanzen innerhalb des Sphéroids und die
wirksame Konzentration der Substanzen entspricht eher der in vivo-Situtation. Mit dem im
Rahmen dieser Arbeit neu etablierten System sollen im Folgenden Wirkprofile
verschiedener proprietarer Antitumorsubstanzen der 4SC AG untersucht werden und
Anderungen, die diese Substanzen in Signaltransduktionskaskaden induzieren, im Detail

analysiert werden.

Bei den Substanzen handelt es sich um zwei Klassen von Antitumorsubstanzen:
Histon-Deacetylase-Inhibitoren und einen Kinesin-Inhibitor.
Histon-Deacetylase-Inhibitoren (HDACI) stellen eine neue Klasse  von
Antitumorsubstanzen dar, deren genauer Wirkmechanismus bisher nicht geklart ist. Sie
bewirken eine verstarkte Acetylierung von Histonen, was die Transkription der betroffenen
Gene verstarkt, und Dbeeinflussen zusatzlich den Acetylierungszstand von
Nicht-Histonproteinen. Vorinostat und Romidepsin stellen zwei erste Vertreter dieser
Substanzklasse dar, welche fur die Behandlung des kutanen T-Zelllymphoms zugelasen
sind.

Antimitotische Substanzen, wie beispielsweise Paclitaxel, werden schon langer zur
Behandlung von Tumoren eingesetzt und zeigen durch ihre direkte Wirkung auf
Mikrotubuli meist starke Nebenwirkungen. Aus diesem Grund werden antimitotische

Substanzen entwickelt, welche spezifisch mitotische Kinesine hemmen.

Sphéroide der Zelllinien HT-29 und NCCIT unterscheiden sich, wie bereits in 4.1.1

gezeigt, deutlich voneinander. Wahrend die einem primaren kolorektalen Adenokarzinom
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abstammenden HT-29-Zellen gut differenzierte Tumoren ausbilden, besitzen
NCCIT-Zellen eine weitreichende Stammzellcharakteristik und entstammen einem
mediastinalen gemischten Keimzelltumor. Somit kbnnen an HT-29-Sphéroiden Effekte der
Antitumorsubstanzen auf ausdifferenzierte Tumoren, an NCCIT-Sphéroiden hingegen
Effekte auf Stammzellcharakteristika von Tumorzellen analysiert werden. Des Weiteren
unterschieden sich die Zelllinien durch ihren Mutationsstatus; wahrend in beiden Zelllinien
p53 mutiert ist, liegt bei NCCIT auRerdem PTEN mutiert vor, in HT-29-Zellen APC, b-Raf,
PI3Ka und Smad4. Die Wirkprofile der Antitumorsubstanzen wurden somit auf zwei
unterschiedlichen Modellsystemen analysiert.

4.3.1 Wirkung der Histon-Deacetylase-Inhibitoren C1 und C2 auf Spharoide
der Zelllinie NCCIT

Um die molekularen Veranderungen in NCCIT-Sphéaroiden durch Behandlung mit
Histon-Deacetylase-Inhibitoren (HDACI) zu analysieren, wurden je 10 Spharoide in drei
Replikaten mit unterschiedlichen Konzentrationen der Substanzen C1 und C2 behandelt.
In diesem Versuch wurde jeweils die einfache und zehnfache ICso-Konzentration
eingesetzt. Behandelt wurden die Sphéroide Uber eine Dauer von 48 h, wobei die
Zeitpunkte 0,5h, 2h, 6 h, 24 h und 48 h analysiert wurden. Als Lésungsmittelkontrolle
diente DMSO, aulRerdem wurden unbehandelte Sphéroide zu Beginn der Behandlung als

Zeitnullpunkt gewonnen.

4.3.1.1 Einfluss der Antitumorsubstanzen auf den Proteingehalt der Spharoide

Fur die NCCIT-Spharoide wurde ein Uber die Behandlungsdauer hin andauerndes
Wachstum beobachtet, welches sich im Proteingehalt niederschlug. Daher soll zunéchst
der Einfluss der Antitumorsubstanzen auf das Spharoidwachstum bzw. auf den

Proteingehalt der Sphéaroide betrachtet werden (Abbildung 11).

60



Ergebnisse

[any
(92}
|
[EEN
(92}
|

[ER
N
|
[EEN
N
|

Proteinfaktor [AU]
(0]
Proteinfaktor [AU]
(o]

Oh 05h 2h 6h 24h 48h Oh 05h 2h 6h 24h 48h

DMSO —&—C11xIC50 —=—C1 10xIC50 DMSO —&—C2 1xIC50 —=—C2 10xIC50

Abbildung 11: Analyse des Proteingehalts von NCCIT-Sphéaroiden wahrend der
48-stiindigen Behandlungsdauer

NCCIT-Sphéroide wurden in drei Replikaten mit den Substanzen C1 (links) oder C2 (rechts)
jeweils in 1xICso und 10xICso behandelt. Als Losungsmittelkontrolle diente 0,1 % DMSO. Aus
der auf dem Mikroarray-Chip immobilisierten Proteinmenge wurden Proteinfaktoren
berechnet, welche auf den Zeitnullpunkt normiert wurden. Die Mittelwerte der biologischen
Replikate sind mit zugehoriger Standardabweichung aufgetragen.

Abkirzungen: AU — willklrliche Einheiten (arbitrary units)

Durch Kontrollbehandlung der NCCIT-Sphéaroide mit DMSO kam es zu einem anndhernd
linearen, 14-fachen Anstieg des Proteingehalts. Die Behandlung der Sphéroide mit den
Histon-Deacetylase-Inhibitoren C1 und C2 hatte, konzentrationsabhangig, einen
geringeren Anstieg zur Folge. Bei Behandlung mit C1 in 1xICsy reduzierte sich der Faktor
um die Halfte, bei 10xICs, blieb der Proteingehalt konstant. Ahnliche Effekte wurden durch
die Behandlung mit C2 sichtbar.

Diese Beeinflussung des Sphéaroidwachstums spiegelte sich auch in der weiterfiihrenden
Analyse der Wirkprofile von C1 und C2 wider. In den Heatmaps fallen viele Analyten
durch einen hohen 48 h-Wert auf (Abbildung 13 / Abbildung 14 und Abbildung 16 /
Abbildung 17). Dieser Effekt konnte auf die Protein-Normierung zuriickgefihrt werden.
Abbildung 12 zeigt dies beispielhaft am Zeitverlaufsdiagramm von GAPDH. Ohne
Normierung auf die immobilisierte Proteinmenge (links) nahm das Signal bei Behandlung
mit DMSO zu, wahrend das Signal bei Behandlung mit C1 und C2 konstant blieb, analog
zum oben beschriebenen Proteinfaktor (Abbildung 11). Die Normierung auf die
immobilisierte Proteinmenge fihrte bei C1 dazu, dass ein konstantes GAPDH-Niveau
detektiert wurde, bei C2 in 10xICsy kam es hingegen zu einem artifiziell bedingten
Signalanstieg. Dieser Effekt ist bei einigen Analyten in der weiteren Auswertung sichtbar,

wird aber nicht weiter bericksichtigt.
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Abbildung 12: Zeitverlauf des GAPDH-Signals ohne und mit Normierung auf die im
Mikrospot immobilisierte Proteinmenge

Die fur GAPDH detektierten RPPA-Signale der NCCIT-Sphéaroide bei Behandlung mit C1
(oben) oder C2 (unten) sind vor (links) und nach (rechts) Normierung auf die im Mikrospot
immobilisierte Proteinmenge dargestellt. Die Sphéroide wurden in drei Replikaten mit C1 und
C2 in zwei Konzentrationen (1xICsy, 10xICsq) bzw. mit 0,1 % DMSO als
Losungsmittelkontrolle behandelt. Die Mittelwerte der biologischen Replikate sind mit
zugehoriger Standardabweichung aufgetragen.

Abkilrzungen: RFI — relative Fluoreszenzintensitat, AU — willkiirliche Einheiten (arbitrary
units)

4.3.1.2 Wirkprofil von C1 auf Spharoide der Zelllinie NCCIT

Abbildung 13 zeigt die Ergebnisse der Analyse des Expressions- und Modifikationsstatus
von 81 Proteinen nach Behandlung der NCCIT-Sphéaroide mit dem HDACi C1. Die um
Priméarantikorper-unspezifische Effekte bereinigten und auf die Menge an immobilisiertem
Protein  normierten  Signalwerte wurden jeweils auf den Mittelwert der
Losungsmittelkontrollen bezogen. Nach Clusteranalyse kommen &hnlich regulierte
Proteine nebeneinander zu liegen. Rote Felder der Heatmap deuten eine erhohte
Expression bzw. Modifikation des Proteins an, grine Felder entsprechend eine

Erniedrigung im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle.
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Abbildung 13: Anderungen im Modifikations- und Expressionszustand von Proteinen
durch Behandlung von NCCIT-Sphéroiden mit C1

Die Expression bzw. Modifikation von Proteinen in NCCIT-Sphéaroiden wurde nach
Behandlung mit dem HDACi C1 mittels RPPA analysiert. In der Heatmap ist das Verhéltnis
zwischen Behandlung mit C1 und DMSO dargestellt, wobei jeder Signalwert der
C1-Behandlung auf den zeitlich entsprechenden Mittelwert der DMSO-Kontrollen
normalisiert und zur Basis 2 logarithmiert wurde. Die Ergebnisse sind nach hierarchischer
Clusteranalyse (euklidische Distanz, vollstdndige Verknipfung) entsprechend der
Farbkodierung dargestellt. Rot bedeutet eine durch C1 erhdhte, griin eine erniedrigte
Expression bzw. Modifikation der Proteine, graue Felder entsprechen nicht erfassten
Werten. Die einzelnen Proben sind senkrecht, die analysierten Proteine waagrecht
aufgetragen

Abkirzungen: # - eindeutiger Probenbezeichner, p — phospho, ac — acetyl, cl — gespalten
(cleaved), mel - monomethyl, me2 - dimethy, me3 - trimethyl, [] -
Antikdrpernummerierung mehrfach erfasster Analyten

Der bereits angesprochene, durch die Normierung auf die immobilisierte Proteinmenge
erzielte, artifizielle Anstieg der Signale bei 48 h ist bei vielen Analyten zu erkennen. Nur
wenn bereits bei kiirzeren Zeitpunkten ein Anstieg detektiert werden konnte, wurde dieser
Effekt weiter betrachtet. Ein Trend, beginnend bei 24 h, lie sich beispielsweise bei
PARP D214cl, Caspase 3 D175cl und GCN5L2 beobachten. Histon H3 K9ac lag schon
2 h nach Behandlungsstart deutlich acetyliert vor. mTOR S2448p und SOX-2 stellen
Beispiele flr Proteine dar, die ab 24 h Behandlungszeit herunterreguliert wurden. Bei
Behandlung der Spharoide mit C1 in geringer Konzentration fielen die Effekte insgesamt

weniger deutlich aus, was die Konzentrationsabhangigkeit verdeutlicht.

Um die Expressionsanderungen durch Behandlung mit C1 im Detail zu analysieren,
wurden fur alle Proteine Zeitverlaufsdiagramme erstellt. In diesen ist jeweils der Mittelwert
der drei biologischen Replikate mit zugehoriger Standardabweichung aufgetragen
(Abbildung 15). Abbildung 14 zeigt eine Heatmap aller Proteine, deren Effekte anhand der
Zeitverlaufe bestatigt werden konnten. Die Effekte auf Histone werden in 4.3.3 separat
behandelt.
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Abbildung 14: Modifikations- und Expressionsstatus differenziell regulierter Proteine
nach Behandlung von NCCIT-Spharoiden mit dem Histon-Deacetylase-Inhibitor C1

Die Expression bzw. Modifikation von Proteinen in NCCIT-Sphéroiden wurde nach
Behandlung mit dem HDACi C1 mittels RPPA analysiert. In der Heatmap ist das Verhaltnis
zwischen Behandlung mit C1 und DMSO dargestellt, wobei jeder Signalwert der
Cl-Behandlung auf den zeitlich entsprechenden Mittelwert der DMSO-Kontrollen
normalisiert und zur Basis 2 logarithmiert wurde. Die Signalwerte sind nach hierarchischer
Clusteranalyse (euklidische Distanz, vollstdndige Verknupfung) entsprechend der
Farbkodierung dargestellt. Rot bedeutet eine durch C1 erhohte, grin eine erniedrigte
Expression bzw. Modifikation der Proteine, graue Felder entsprechen nicht erfassten
Werten. Die einzelnen Proben sind senkrecht, die analysierten Proteine waagrecht
aufgetragen.

Die Proteine wurden anhand der Zeitverlaufsdiagramme ausgewahlt, alle deutlich
differenziell exprimierten bzw. modifizierten Proteine sind dargestelit.

Abkirzungen: # - eindeutiger Probenbezeichner, p — phospho, ac — acetyl, cl — gespalten
(cleaved), mel — monomethyl, [ ] — Antikbrpernummerierung mehrfach erfasster Analyten
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Abbildung 15: Zeitverlauf der Expression und Modifikation ausgewahlter Proteine
nach Behandlung von NCCIT-Sphéroiden mit C1

NCCIT-Sphéroide wurden in drei Replikaten mit den angegebenen Konzentrationen (1xICsg,
10xICsp) der Substanz C1 behandelt. Als Lésungsmittelkontrolle diente 0,1 % DMSO (je 2-4
Replikate). Der Expressions- und Modifikationsstatus von 81 Proteinen wurde mittels RPPA
analysiert. Die Signalwerte wurden auf die immobilisierte Proteinmenge normiert. Die
Mittelwerte der Replikate einiger differenziell exprimierter bzw. modifizierter Proteine sind mit
zugehdriger Standardabweichung aufgetragen.

Abklrzungen: RFI — relative Fluoreszenzintensitat, AU — willkiirliche Einheiten (arbitrary
units), p — phospho, ac — acetyl, cl — gespalten (cleaved), mel — monomethyl, me2 —
dimethyl, [ ] — Antikérpernummerierung mehrfach erfasster Analyten
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Sehr auffallig war die starke Signhalzunahme von Apoptosemarkern nach 6-stindiger
Behandlung mit C1 in hoher Konzentration, wohingegen die niedrige Konzentration keinen
Effekt hatte. Die gespaltene, aktive Form der Initiatorcaspase 8 stieg ab 6 h stark an,
ebenso die der Effektorcaspase 3. Durch diese aktivierte Caspasekaskade wurden
weitere Proteine, wie PARP, aktiviert und in ihre gespaltene Form uberfuhrt.

Des Weiteren wurden im Akt-Signalweg beteiligte Proteine von der Behandlung mit C1
beeinflusst, auch hier vor allem durch die hohe Konzentration. Die Phosphorylierung von
Akt an Threonin 308 erreichte bei 6 h ein Maximum und fiel dann bis 48 h drastisch ab.
Ein ahnliches Verhalten zeigte die Phosphorylierung von GSK3p an Serin 9 und die von
MTOR an Serin 2448, welche beide von Akt phosphoryliert werden. Bei mTOR war das
Maximum schwacher ausgepréagt und zum 2 h-Zeitpunkt hin verschoben. MDM2, ein
weiteres Zielprotein von Akt, lag ab 24 h an Serin 166 verringert phosphoryliert vor.

Die Phosphorylierung des Tumorsuppressor Rb (S807/S811) sank bei beiden
Behandlungskonzentrationen zum 24 h-Wert hin abrupt ab und stieg bis 48 h wieder auf
das DMSO-Kontrollniveau an. Beide Effekte waren bei geringer Dosierung weniger stark

ausgepragt.

Die Expression des Transkriptionsfaktors und Stammzellmarkers SOX-2 sank bereits 2 h
nach Behandlung mit C1l in 10xICs, drastisch ab. Ein Anstieg der Expression der
Histon-Acetyltransferase GCN5L2 wurde 24 h nach Behandlung mit C1 deutlich. Eine
verringerte  Phosphorylierung ab 24 h  konnte  beim  Transkriptionsfaktor
Smad?2 (S245p/S250p/S255p) beobachtet werden. Die  Phosphorylierung  von
Zytokeratin 8 an Serin 23 wurde durch C1 in geringer Dosierung im Vergleich zur
DMSO-Kontrolle verstarkt.

4.3.1.3 Wirkprofil von C2 auf Spharoide der Zelllinie NCCIT

Die Ergebnisse der Expressions- und Modifikationsanalyse von NCCIT-Sphéroiden nach
Behandlung mit dem proprietaren HDACi C2 mittels RPPA sind in Abbildung 16
dargestellt. Die Signalwerte wurden jeweils auf die im Mikrospot immobilisierte
Proteinmenge normiert und auf den Mittelwert der entsprechenden DMSO-Kontrollgruppe
bezogen. Die zur Basis 2 logarithmierten Verhaltnisse zwischen Behandlung mit C2 und
DMSO sind in der Heatmap dargestellt, wobei durch das angewandte Clusterverfahren

ahnlich regulierte Proteine nebeneinander zu liegen kommen.
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Abbildung 16: Anderungen im Modifikations- und Expressionszustand von Proteinen
durch Behandlung von NCCIT-Sphéroiden mit C2

Die Expression bzw. Modifikation von Proteinen in NCCIT-Sphéaroiden wurde nach
Behandlung mit dem HDACi C2 mittels RPPA analysiert. In der Heatmap ist das Verhéltnis
zwischen Behandlung mit C2 und DMSO dargestellt, wobei jeder Signalwert der
C2-Behandlung auf den zeitlich entsprechenden Mittelwert der DMSO-Kontrollen
normalisiert und zur Basis 2 logarithmiert wurde. Die Ergebnisse sind nach hierarchischer
Clusteranalyse (euklidische Distanz, vollstdndige Verknipfung) entsprechend der
Farbkodierung dargestellt. Rot bedeutet eine durch C2 erhodhte, grin eine erniedrigte
Expression bzw. Modifikation der Proteine, graue Felder entsprechen nicht erfassten
Werten. Die einzelnen Proben sind senkrecht, die analysierten Proteine waagrecht
aufgetragen.

Abkirzungen: # - eindeutiger Probenbezeichner, p — phospho, ac — acetyl, cl — gespalten
(cleaved), mel - monomethyl, me2 — dimethy, me3 - trimethyl, [] -
Antikdrpernummerierung mehrfach erfasster Analyten

Bei den Caspasen sowie bei PARP konnte ab 24 h eine verstarkte Spaltung detektiert
werden. AuRerdem wurden Effekte deutlich, die ab 6 h Behandlungszeit auftraten und bis
48 h  wieder  abfielen. Beispiele hierfir ~ sind Histon H3 T11p [1] und
Aurora A/B/C T288p/T232p/T198p. Andere Proteine wurden ab 48 h Behandlungszeit
stark nach unten reguliert, wie beispielsweise Rb S807p/S811p und 14-3-30.

Alle Effekte wurden anhand von Zeitverlaufsdiagrammen betrachtet (Abbildung 18).
Proteine deren Effekte anhand der Zeitverlaufe bestatigt werden konnten, sind in
Abbildung 17 in einer Heatmap aufgetragen. Alle Effekte auf Histone werden in 4.3.3

separat behandelt.
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Abbildung 17: Modifikations- und Expressionsstatus differenziell regulierter Proteine
nach Behandlung von NCCIT-Sphéaroiden mit dem Histon-Deacetylase-Inhibitor C2

Die Expression bzw. Maodifikation von Proteinen in NCCIT-Spharoiden wurde nach
Behandlung mit dem HDACI C2 mittels RPPA analysiert. In der Heatmap ist das Verhaltnis
zwischen Behandlung mit C2 und DMSO dargestellt, wobei jeder Signalwert der
C2-Behandlung auf den zeitlich entsprechenden Mittelwert der DMSO-Kontrollen
normalisiert und zur Basis 2 logarithmiert wurde. Die Signalwerte sind nach hierarchischer
Clusteranalyse (euklidische Distanz, vollstdndige Verknipfung) entsprechend der
Farbkodierung dargestellt. Rot bedeutet eine durch C2 erhdhte, griin eine erniedrigte
Expression bzw. Modifikation der Proteine, graue Felder entsprechen nicht erfassten
Werten. Die einzelnen Proben sind senkrecht, die analysierten Proteine waagrecht
aufgetragen.

Die Proteine wurden anhand der Zeitverlaufsdiagramme ausgewahlt, alle deutlich
differenziell exprimierten bzw. modifizierten Proteine sind dargestellt.
Abkirzungen: # - eindeutiger Probenbezeichner, p — phospho, ac — acetyl, cl — gespalten
(cleaved), mel — monomethyl, [ ] — Antikérpernummerierung mehrfach erfasster Analyten
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Abbildung 18: Zeitverlauf der Expression und Modifikation ausgewahlter Proteine
nach Behandlung von NCCIT-Sphéaroiden mit C2

NCCIT-Sphéroide wurden in drei Replikaten mit den angegebenen Konzentrationen (1xICsg,
10xICsp) der Substanz C2 behandelt. Als Lésungsmittelkontrolle diente 0,1 % DMSO (je 2-4
Replikate). Der Expressions- und Modifikationsstatus von 81 Proteinen wurde mittels RPPA
analysiert. Die Signalwerte wurden auf die immobilisierte Proteinmenge normiert. Die
Mittelwerte der Replikate einiger differenziell exprimierter bzw. modifizierter Proteine sind mit
zugehoriger Standardabweichung aufgetragen.

Abklrzungen: RFI — relative Fluoreszenzintensitat, AU — willkiirliche Einheiten (arbitrary
units), p — phospho, ac — acetyl, cl — gespalten (cleaved), mel — monomethyl, me2 —
dimethyl, [ ] — Antikérpernummerierung mehrfach erfasster Analyten
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Auch durch Behandlung mit C2 wurden Apoptosemarker verstarkt aktiviert. Ausgehend
von der Initiatorcaspase 8 Uber die Effektorcaspase 3, bis hin zu Zielproteinen wie PARP,
nahm die Aktivitdt, gemessen an den gespaltenen Formen, ab 24 h deutlich zu. Die

Effekte wurden bei hoher Dosierung von C2 besonders deutlich.

Akt zeigte einen Anstieg der Phosphorylierung an Threonin 308 mit einem Maximum bei
6 h und anschlieRendem Abfall auf das Nullniveau, welches bei 48 h erreicht wurde. Die
Akt-abhangige Phosphorylierung von GSK3p (S9) zeigte bei hoher Dosierung ebenfalls
einen Abfall zwischen 6 h und 48 h. Der Phosphorylierungsstatus von mTOR (S2448) und
MDM2 (S166) blieb unverandert.

Sehr stark durch C2 beeinflusst zeigte sich der Transkriptionsfaktor c-Jun, dessen
Phosphorylierung an Serin 63 und Serin 73 ab 30 min anstieg, wobei ein Maximum bei
24 h erreicht wurde. Dieser Effekt wurde konzentrationsabhangig verstérkt. Die fur die

Phosphorylierung verantwortliche Kinase JNK zeigte durch C2 keine veranderte Aktivitat.

Eine essentielle Funktion in Bezug auf den Zellzyklus besitzt Rb, ein
Tumorsuppressorprotein, welches im phosphorylierten Zustand zum Fortschreiten des
Zellzyklus beitragt. Auch bei Rb wurde bei 6 h eine maximale Phosphorylierung detektiert,

mit einem Abfall hin zum 48 h-Zeitpunkt.

Die Kinasen Aurora A/B/C und PLK1 besitzen Einfluss auf Zellzyklus und Mitose und
zeigten bei beiden Behandlungskonzentrationen einen parallelen Verlauf ihrer

Phosphorylierung, welche ab 2 h erhdht war und bei 6 h ein Maximum erreichte.

Die Expression des Stammzellmarkers SOX-2 nahm ab 24 h leicht ab. Die
Phosphorylierung von Smad2 (S245p/S250p/S255p) stieg bereits ab 30 min an, mit einer
maximalen Phosphorylierung bei 24 h. Bei der Phosphorylierung von Zytokeratin 8 an

Serin 23 wurde durch beide Konzentrationen ab 6 h ein Anstieg detektiert.

4.3.2 Wirkung der Antitumorsubstanzen C1, C2 und C5 auf Spharoide der
Zelllinie HT-29

Der Expressions- und Modifikationszustand von Proteinen in Spharoiden der
Kolonkarzinomzelllinie HT-29 nach Behandlung mit Antitumorsubstanzen wurde mittels
RPPA analysiert. Die proprietaren HDACi C1 und C2 sowie der Kinesin-Inhibitor C5
wurden in  den Konzentrationen 10xICsy und  100xICgy  (bestimmt  auf
HT-29-Monolayerzellen) eingesetzt und fur 46 h inkubiert. Als Kontrolle dienten mit

DMSO-behandelte Sphéroide. Pro Behandlungsbedingung wurden 9 Sphéaroide individuell
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behandelt, bei der Spharoidernte wurden jeweils 3 Spharoide vereinigt, wodurch
3 biologische Replikate entstanden, von der DMSO-Kontrolle wurden 5 Replikate
hergestellt. Insgesamt wurden 135 Modifikationszustande von 75 Proteinen analysiert.
Wurde ein Protein in seiner modifizierten und unmodifizierten Form analysiert, so wurde
hieraus das Verhaltnis gebildet, welches als indirektes Malf} fur die relative Aktivitat des
Proteins gilt.

Bei manchen Mikroarrays, welche der Korrektur um Primérantikdrper-unspezifische
Effekte dienten, war durch Stérungen in den Referenzsignalen eine positionsbedingte
Korrektur erschwert. Um artifizielle Effekte zu verhindern, wurden die betroffenen
Referenzsignale entweder rechnerisch korrigiert oder es wurde auf eine Korrektur um

Priméarantikorper-unspezifische Effekte verzichtet.

4.3.2.1 Einfluss der Antitumorsubstanzen auf den Proteinstatus der Spharoide

Der Einfluss der Substanzen C1, C2 und C5 auf den Proteingehalt der Spharoide wurde
analysiert (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Proteingehalt der HT-29-Sphéroide nach Behandlung mit den
proprietaren Leitstrukturen C1, C2 und C5 im Vergleich zur DMSO-Kontrollbehandlung
HT-29-Sphéroide wurden in drei Replikaten fur 46 h mit den angegebenen Konzentrationen
(10xICsg, 100xICsp) der Substanzen C1, C2 oder C5 behandelt. Als Losungsmittelkontrolle
diente 0,2% DMSO (4 Replikate). Aus der auf dem Mikroarray-Chip immobilisierten
Proteinmenge wurden Proteinfaktoren berechnet, welche auf den Zeitnullpunkt normiert
wurden. Die Mittelwerte der biologischen Replikate sind mit zugehériger
Standardabweichung aufgetragen.

Abkurzungen: AU — willkiirliche Einheiten (arbitrary units), # - eindeutiger Probenbezeichner

Die behandelten Sphé&roide zeigten, abhangig von der Behandlungskonzentration,
kleinere Proteinfaktoren als die DMSO-Kontrollen. Deutlich wurde dieser Effekt bei C1
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und C2, wo die Proteinmenge durch Behandlung um 20-40 % abfiel. Die Behandlung mit

C5 hatte nur in hoher Dosierung eine Reduktion der Proteinmenge um 10 % zur Folge.

Um den Expressions- und Modifikationsstatus von Proteinen zu analysieren, wurde eine
hierarchische Clusteranalyse durchgefihrt. Dadurch kdonnen &hnlich regulierte Proteine
sowie Proben mit &hnlichem Regulationsmuster in einer Heatmap nebeneinander
dargestellt werden. Die um Primarantikdrper-unspezifische Effekte und die immobilisierte
Proteinmenge korrigierten Signalwerte der RPPA-Analyse wurden auf den Mittelwert der
DMSO-Kontrollgruppe zentriert und zur Basis 2 logarithmiert (Abbildung 20).

Die Expressions- und Modifikationsmuster der mit C1 und C5 behandelten Sphéaroide
unterscheiden sich stark, weshalb diese Probengruppen durch die Clusteranalyse strikt in
zwei Gruppen getrennt wurden. Besonders interessant erscheint die Verteilung der mit C2
behandelten Proben. Wahrend die mit C2 in hoher Dosierung behandelten Proben durch
die Clusteranalyse nahe den Cl-behandelten Proben auftauchten, kamen die mit C2 in
niedriger Dosierung behandelten Proben nahe den C5-behandelten Proben zu liegen. Die

Behandlungskonzentration scheint somit die Wirkung von C2 stark zu beeinflussen.
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Abbildung 20: Anderungen im Modifikations- und Expressionszustand von Proteinen
durch Behandlung von HT-29-Spharoiden mit C1, C2 und C5

Die Expression bzw. Modifikation von Proteinen in HT-29-Sphéaroiden wurde nach
Behandlung mit den Antitumorsubstanzen C1, C2 und C5 mittels RPPA analysiert. Die
Signalwerte wurden auf den Mittelwert der DMSO-Kontrollen normalisiert und zur Basis 2
logarithmiert. Die Ergebnisse sind nach hierarchischer Clusteranalyse (euklidische Distanz,
vollstdndige Verknupfung) entsprechend der Farbkodierung dargestellt. Rot bedeutet eine
erhdhte, grin eine erniedrigte Expression bzw. Modifikation der Proteine, graue Felder
entsprechen nicht erfassten Werten. Die einzelnen Proben sind senkrecht, die analysierten
Proteine waagrecht aufgetragen

Abkirzungen: # - eindeutiger Probenbezeichner, p — phospho, ac — acetyl, cl — gespalten
(cleaved), mel - monomethyl, me2 - dimethy, me3 - trimethyl, [] -
Antikérpernummerierung mehrfach erfasster Analyten

4.3.2.2 Wirkprofil von C1 auf Spharoide der Zelllinie HT-29

Um Proteinexpression und -modifikation in den mit dem HDACi C1 behandelten
HT-29-Sphéroide zu analysieren, wurden fur alle Analyten die faktoriellen Veranderungen
im Vergleich zur DMSO-Kontrolle bestimmt. Hierfir wurden die einzelnen Signalwerte
durch den Mittelwert der DMSO-Kontrollen dividiert und so das Verhdltnis von
DMSO-Kontrolle zu Behandlung bestimmt. N&her betrachtet werden im Folgenden alle
Proteine, deren Expression oder Modifikation sich mindestens um den Faktor 3/2 erhdhte
bzw. 2/3 reduzierte (Tabelle 15). Diese sind nach hierarchischer Clusteranalyse in
Abbildung 21 dargestellt. Alle mit * markierten Proteine, wurden durch Welch-T-Test als

signifikant unterschiedlich reguliert klassifiziert (Bonferroni-Korrektur, p <0,05).

Tabelle 15 Faktoren der Anderungen des Modifikations- und Expressionszustands
von Proteinen durch Behandlung von HT-29-Sphéaroiden mit C1

Die Expression bzw. Modifikation von Proteinen in HT-29-Spharoiden wurde nach
Behandlung mit dem HDACIi C1 mittels RPPA analysiert. Die Signalwerte wurden auf den
Mittelwert der DMSO-Kontrollen normalisiert und zur Basis 2 logarithmiert. Von allen
Analyten, die mindestens eine Erh6hung um Faktor 3/2 (dunkelgrau) bzw. eine Erniedrigung
um Faktor 2/3 (hellgrau) erfuhren, sind Mittelwerte der Replikate mit Standardabweichung
dargestellt. Fir alle nach Welch-T-Test (Bonferroni-Korrektur, p <0,05) als signifikant
klassifizierte Analyten sind die p Werte gelistet

Abkirzungen: SD — Standardabweichung, CV — Variationskoeffizient, p — phospho, ac —
acetyl, cl — gespalten (cleaved), mel — monomethyl, me2 — dimethyl, me3 — trimethyl, [] —
Antikérpernummerierung mehrfach erfasster Analyten, R — relative Aktivitdt des Proteins,
entspricht dem Verhéltnis von modifizierter Form zur Gesamtform
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C1 10xIC50 C1 100xIC50
Faktor SD % CV p-Wert Faktor SD % CV p-Wert

4E-BP1 S65p 0,558 0,053 9,5 0,326 0,032 9,7
Aurora A 1,209 0,013 1,1 0,598 0,072 12,0
Aurora A T288p R 1,158 0,107 9,2 1,548 0,242 15,6
Aurora A/B/C T288p/T232p/T198p 0,423 0,049 11,6 0,463 0,055 11,9
Aurora A/B/C T288p/T232p/T198p R(A) 0,348 0,044 12,5 |* 0,025 0,770 0,015 2,0
Aurora A/B/C T288p/T232p/T198p R(B) 0,556 0,059 10,6 0,585 0,066 11,3
Bel-X(L) 0,747 0,033 4,4 0,642 0,036 5,6
beta-Aktin 0,453 0,132 29,2 0,520 0,081 15,6
BMF 0,710 0,067 9,5 0,567 0,006 1,0
Calretikulin 0,625 0,169 27,1 0,678 0,093 13,7
Caspase 3 0,698 0,032 4,6 0,588 0,035 59
Caspase 3 D175cl 2,483 0,311 12,5 4,729 0,235 5,0
Caspase 3D175cl R 3,461 0,278 8,0 7,862 0,411 5,2
CD44 0,295 0,012 4,0 0,295 0,069 234
Cdc25A 0,965 0,340 35,2 0,623 0,060 9,6
Cdc25A S75p 0,818 0,244 29,8 0,644 0,057 8,8
Cdc25C 0,658 0,120 18,3 0,552 0,053 9,6
CDK1Y15p 0,502 0,096 19,1 0,483 0,106 21,9
CDK1Y15p R 0,620 0,134 21,6 0,662 0,213 32,2
c-Myc 0,662 0,124 18,8 0,549 0,026 4,8
c-Myc T58p/S62p R 1,102 0,120 10,9 1,513 0,120 7,9
c-Raf S259p 0,496 0,062 12,5 0,234 0,007 2,9
c-Raf S259p R 0,446 0,018 4,1 0,300 0,052 17,3
Cyclin A 0,830 0,089 10,8 0,659 0,052 7,8
DPYD 1,772 0,298 16,8 1,232 0,160 13,0
elF2 alpha S51p [1] 0,561 0,121 21,5 0,570 0,043 7,5
elF2 alpha S51p [2] 0,501 0,111 22,2 0,628 0,001 0,2
elF4E S209p 0,680 0,068 9,9 0,358 0,056 15,5
elF4E S209p R 0,766 0,066 8,6 0,429 0,089 20,8
EpCAM 0,729 0,034 46 0,269 0,060 222
ERK1/2 T202p/Y204p [2] 0,616 0,075 12,1 0,485 0,030 6,3 * 0,028
ERK1/2 T202p/Y204p [2] R 0,606 0,065 10,7 0,612 0,013 2,2
Histon H2B K5ac [1] R 0,992 0,104 10,5 1,620 0,115 7,1
Histon H3 0,174 0,013 7,2 0,404 0,109 26,9
Histon H3 K9ac/K14ac 5,051 0,281 5,6 8,823 0,262 3,0 * 0,010
Histon H3 528p [3] 0,610 0,155 25,4 0,367 0,041 11,1
Histon H3 T11p [1] 0,596 0,175 29,4 0,315 0,153 48,5
HSP90 0,298 0,044 14,9 0,339 0,056 16,4
IRE1 alpha 1,179 0,143 12,1 1,615 0,083 5,1
JNK 1,107 0,125 11,3 1,997 0,802 40,2
JNK Y185p 0,691 0,116 16,8 0,584 0,020 3,4
JNKY185p R 0,626 0,105 16,8 0,354 0,163 46,1
MEK1/2 $217p/S221p 0,617 0,049 7,9 0,521 0,066 12,7
MEK1/2 S217p/S221p R(1) 0,574 0,032 5,6 0,708 0,004 0,5
MEK1/2 S217p/S221p R(2) 0,525 0,026 4,9 0,620 0,062 10,0
Mnk1 T250p/T255p 0,702 0,067 9,5 0,497 0,040 81 |[*o0041
MSK1 S376p [2] 0,962 0,111 11,5 0,504 0,080 16,0
MSK1 S376p [2] R 0,886 0,026 2,9 0,503 0,073 14,6
p38 MAPK T180p/Y182p 0,675 0,114 16,9 0,586 0,018 3,1
p38 MAPK T180p/Y182p R 0,712 0,041 57 0,553 0,039 71 * 0,047
p70-S6K 0,853 0,088 10,3 0,658 0,042 6,3
p70-S6K T389p 0,802 0,122 15,2 0,600 0,059 9,8
PARP 0,850 0,090 10,5 0,540 0,078 14,5
PARP D214cl R 0,890 0,256 28,8 2,634 0,406 15,4
PLK1T210p 0,767 0,061 8,0 0,612 0,074 12,0
PP1alphaT320p R 0,531 0,112 21,2 0,600 0,090 15,0
PTEN 0,975 0,071 7,3 0,445 0,024 54 * 0,036
PTEN S$380p 1,021 0,065 6,4 0,524 0,045 8,6
Rb S807p/S811p 0,122 0,011 9,2 0,149 0,017 11,2
RSK1 S380p 0,835 0,066 7,9 0,602 0,024 4,0
S6 ribosomales Protein 0,560 0,195 34,9 0,441 0,012 2,7
S6 ribosomales Protein S235p/S236p 0,592 0,134 22,7 0,670 0,068 10,1
STAT3 1,807 0,256 14,2 2,791 0,050 1,8 * 0,002
Zytokeratin 4/5/6/8/10/13/18 0,507 0,099 19,5 0,519 0,063 12,1
Zytokeratin 5/6/8/17/19 0,488 0,152 31,0 0,140 0,043 306
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Abbildung 21: Anderungen im Modifikations- und Expressionszustand von Proteinen
durch Behandlung von HT-29-Sphéaroiden mit C1

Die Expression bzw. Modifikation von Proteinen in HT-29-Sphéaroiden wurde nach
Behandlung mit dem HDACIi C1 mittels RPPA analysiert. Die Signalwerte wurden auf den
Mittelwert der DMSO-Kontrollen normalisiert und zur Basis 2 logarithmiert. Die Ergebnisse
sind nach hierarchischer Clusteranalyse (euklidische Distanz, vollstindige Verknipfung)
entsprechend der Farbkodierung dargestellt. Rot bedeutet eine erhdhte, grin eine
erniedrigte Expression bzw. Modifikation der Proteine, graue Felder entsprechen nicht
erfassten Werten. Die einzelnen Proben sind senkrecht, die analysierten Proteine waagrecht
aufgetragen

Abkirzungen: # - eindeutiger Probenbezeichner, p — phospho, ac — acetyl, cl — gespalten
(cleaved), mel - monomethyl, me2 - dimethy, me3 - trimethyl, [] -
Antikérpernummerierung mehrfach erfasster Analyten, R — relative Aktivitdt des Proteins,
entspricht dem Verhaltnis von modifizierter Form zur Gesamtform

Die Proben wurden durch die Clusteranalyse den drei Behandlungsgruppen korrekt
zugeordnet. Der Anti-B-Aktin-Antikorper zeigte in den mit C1 behandelten Sphéaroiden ein
verringertes Signal im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Eigentlich sollte das B-Aktin-Signal
dem Signal an Gesamtprotein entsprechen und somit konstant bleiben. Dieses Verhalten
konnte im Western Blot (Abbildung 30) beobachtet werden, nicht aber im RPPA.
Wahrscheinlich sind Interferenzen des Anti-B-Aktin-Antikdrpers mit der RPPA-Plattform fur

diesen artifiziellen Effekt verantwortlich.

Betrachtet man den starken Anstieg der aktiven Formen von Caspase 3 und ihrem
Zielprotein PARP, so deutet dies auf eine erhdhte Apoptoserate, bedingt durch C1, hin.
Durch C1 in hoher Konzentration wurde auRerdem die Gesamtmenge von Caspase 3 und
PARP reprimiert. Die relativen Aktivitdten, welche durch das Verhéltnis der modifizierten
zur unmodifizierten Form dargestellt werden, wurden entsprechend verstarkt. Wahrend
eine Spaltung von Caspase 3 bei beiden Konzentrationen zu beobachten war, wurde
PARP nur durch C1 in 100xICs, verstarkt gespalten. Auch die reduzierte Expression des
antiapoptotischen Proteins Bcl-X(L) durch C1 in 100xICsy, deutet auf eine verstarkte

Apoptoserate hin.

Die Phosphorylierung der MAP-Kinasen ERK1/2, p38 MAPK und JNK wurde durch C1
erniedrigt. Bei ERK1/2 (T202/Y204) bereits durch 10xICsy, bei p38 MAPK (T180/Y182p)
und JNK (Y185) erst durch 100xICs,. Die relative Aktivitat von JNK wurde zusatzlich,
durch eine verstarkte Expression des Gesamtproteins, reduziert. MEK1/2, die Kinase von
ERK1/2, zeigte ebenfalls eine durch C1 verringerte Phosphorylierung. c-Raf, flussaufwarts
von MEK1/2, zeigte keine veréanderte aktivierende Phosphorylierung an Serin 338, jedoch
eine verringerte Phosphorylierung an Serin 259, einer Akt- und AMPK-abhangigen
inhibitorischen 14-3-3-Bindestelle.

ERK1/2 und p38 MAPK phosphorylieren Mnk1 (T250/T255) und MSK1 (S376); ERK1/2
phosphoryliert aulerdem RSK1 (S380). All diese Phosphorylierungen lagen nach
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Behandlung mit C1 in 100xICs, reduziert vor. Auch weiter flussabwarts zeigte die
Mnk1-abhangige Phosphorylierung von elF4E (S209) bei 100xICs, diesen Effekt. Die
Phosphorylierung von 4E-BP1 (S65), des inhibitorischen Bindeproteins von elF4E, wurde
ebenfalls verringert, was die Inhibition von elF4E verstarkt.

Auch der Zellzyklus wurde durch Behandlung der HT-29-Spharoide mit C1 beeinflusst.
Eine verringerte Aktivierung der Aurorakinasen A/B/C, welche vor allem mitotisch aktiv
sind, wurde sichtbar. Zusétzlich wurde die Expression von Aurora A reduziert, was eine
verringerte relative Phosphorylierung zur Folge hatte. Die Phosphorylierung von
PLK1 (T201), welche durch Aurora A katalysiert wird und zur Aktivierung von Cdc25C
fuhrt, nahm durch C1 in 100xICsy ab. Die Gesamtmenge an Cdc25C wurde ebenfalls
reprimiert. Diese Phosphatase ist flr die Dephosphorylierung von CDK1 an Serin 15
verantwortlich, trotzdem war die Phosphorylierung von CDK1 reduziert.

PP1a, welche Rb und Cdc25 dephosphoryliert, wird von CDK1 inhibierend phosphoryliert.
Die Behandlung mit C1 hatte eine reduzierte Phosphorylierung von PPla (T320) zur
Folge. Stark reprimiert wurde auch die Phosphorylierung von Rb (S807/S811), welche fir
die GO-G1l-Transition essentiell ist. Cdc25A ist gemeinsam mit CDK2 fir die
G1-S-Transition zustandig und wurde durch C1 in 100xICs verringert exprimiert und
phosphoryliert. Passend dazu nahm die Gesamtmenge an c-Myc ab, was zu einer
Erhéhung der relativen Aktivitat fuhrte, detektierbar am Phosphorylierungsgrad von
Threonin 85 und Serin 62. Die Expression von Cyclin A, welches fir den Eintritt in die

Mitose benétigt wird, nahm durch C1 in 100xICs, ebenfalls ab.

IREla wird stressabhangig reguliert und zeigte eine verstarkte Expression durch C1 in
100xICsp. Die Expression der Chaperone HSP90 und Calretikulin nahm durch Behandlung
mit C1 ab, ebenso wurde die stressabhangige Phosphorylierung von elF2a reduziert.

Die Phosphorylierung des ribosomalen Proteins S6 an Serin 235 und Serin 236 wurde
durch C1 konzentrationsabhéngig reprimiert. Zudem war die Phosphorylierung seiner
Kinase p70-S6K an Threonin 389 sowie ihre Expression verringert. Allerdings waren
beide Effekte nur schwach ausgepragt. Weiter flussaufwarts bei Akt konnten keine

Veranderungen detektiert werden.

Die Expression des Transkriptionsfaktors STAT3 wurde durch Behandlung mit C1 stark
erhoht. Die beiden epithelialen Marker EpCAM und Zytokeratin wurden in ihrer Expression
konzentrationsabhangig reprimiert. Die Expression von EpCAM, welches auf fast allen
gastrointestinalen Karzinomen exprimiert wird, nahm durch C1 in 100xICs, stark ab. Auch

das Oberflachen-Glykoprotein CD44 wurde in seiner Expression reprimiert. Der
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Tumorsuppressor PTEN wurde nach Behandlung mit C1 in 100xICs, ebenfalls verringert

exprimiert und seine Phosphorylierung an Serin 380 reduziert.

4.3.2.3 Wirkprofil von C2 auf Spharoide der Zelllinie HT-29

HT-29-Sphéaroide wurden nach 46-stindiger Behandlung mit dem HDACi C2 mittels
RPPA analysiert. Die faktoriellen Anderungen von Proteinexpression und —modifikation
wurden im Vergleich zur DMSO-Kontrolle bestimmt, wobei im Folgenden nur Erhéhungen
um mindestens 3/2 bzw. Verringerungen um mindestens 2/3 betrachtet werden (Tabelle
16). Nach logarithmischer Transformation wurde eine hierarchische Clusteranalyse
durchgefihrt, deren Ergebnis in einer Heatmap (Abbildung 22) dargestellt ist. Alle nach
Welch-T-Test (Bonferroni-Korrektur, p < 0,05) signifikant unterschiedlichen Analyten sind

mit * markiert.
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Tabelle 16 Faktoren der Anderungen im Modifikations- und Expressionszustand von
Proteinen durch Behandlung von HT-29-Sphéaroiden mit C2

Die Expression bzw. Modifikation von Proteinen in HT-29-Sphéaroiden wurde nach
Behandlung mit dem proprietaren HDACi C2 mittels RPPA analysiert. Die Signalwerte
wurden auf den Mittelwert der DMSO-Kontrollen normalisiert und zur Basis 2 logarithmiert.
Von allen Analyten, die mindestens eine Erh6hung um Faktor 3/2 (dunkelgrau) bzw. eine
Erniedrigung um Faktor 2/3 (hellgrau) erfuhren, sind Mittelwerte der Replikate mit
Standardabweichung dargestellt. Fur alle nach Welch-T-Test (Bonferroni-Korrektur,
p < 0,05) als signifikant klassifizierte Analyten sind die p-Werte gelistet

Abkirzungen: SD — Standardabweichung, CV — Variationskoeffizient, p — phospho, ac —
acetyl, cl — gespalten (cleaved), mel — monomethyl, me2 — dimethyl, me3 — trimethyl, [] -
Antikérpernummerierung mehrfach erfasster Analyten, R — relative Aktivitdt des Proteins,
entspricht dem Verhaltnis von modifizierter Form zu Gesamtform

C2 10xICsq C2 100xICsq
Faktor SD % CV p-Wert Faktor SD % CV p-Wert

4E-BP1 S65p 0,984 0,121 12,3 0,508 0,020 3,9
Akt 0,824 0,090 11,0 0,495 0,150 30,3
Aurora A 2,223 0,218 9,8 0,603 0,122 20,2
Aurora A T288p 1,268 0,053 4,2 1,594 0,070 4,4
Aurora A T288p R 0,564 0,063 11,2 2,671 0,411 15,4
Aurora A/B/C T288p/T232p/T198p 3,533 0,419 11,9 0,453 0,060 13,3
Aurora A/B/C T288p/T232p/T198p R(A) 1,579 0,095 6,0 0,764 0,123 16,1
Aurora A/B/C T288p/T232p/T198p R(B) 2,935 0,400 13,6 0,628 0,045 7,1
Calretikulin 0,816 0,202 24,7 0,662 0,017 2,6
Caspase 3 0,689 0,110 16,0 0,643 0,062 9,7
Caspase 3 D175cl 1,567 0,126 8,0 2,580 0,240 9,3
Caspase 3 D175cl R 2,248 0,174 7,8 3,921 0,027 0,7 * 0,030
Caspase 8 0,995 0,072 7,3 0,585 0,088 15,0
CD44 0,637 0,019 3,0 0,332 0,068 20,3
Cdc25A 0,971 0,220 22,6 0,572 0,084 14,6
Cdc25A S75p 0,842 0,204 24,2 0,561 0,094 16,8
CDK1Y15p 0,635 0,097 15,3 0,464 0,027 58
c-Myc 0,754 0,052 6,9 0,627 0,054 8,6
c-Raf S259p 0,688 0,094 13,6 0,347 0,045 13,1
c-Raf S259p R 0,678 0,051 7,6 0,479 0,131 27,4
elF2 alpha 0,871 0,086 9,9 0,547 0,112 20,5
elF2 alpha S51p [1] 0,727 0,078 10,7 0,627 0,104 16,6
elF2 alpha S51p [2] 0,732 0,110 15,0 0,620 0,098 15,8
elF4E S209p 0,949 0,028 3,0 0,506 0,003 0,7
EpCAM 0,671 0,090 13,4 0,421 0,024 58
ERK1/2T202p/Y204p [2] 1,059 0,057 54 0,616 0,124 20,2
Histon H3 K9ac/K14ac 1,963 0,949 48,4 6,881 1,129 16,4
Histon H3 T11p [1] 7,023 0,471 6,7 0,735 0,423 57,5
HSP90 0,534 0,279 52,3 0,309 0,198 64,3
JNK 0,958 0,045 4,7 1,583 0,398 25,1
MEK1/2 S217p/S221p 0,827 0,033 4,0 0,580 0,141 24,3
Mnk1 T250p/T255p 1,573 0,066 4,2 0,629 0,015 2,4
MSK1 S376p [2] 1,152 0,138 12,0 0,498 0,146 29,3
MSK1S376p [2] R 1,172 0,129 11,0 0,541 0,173 31,9
p38 MAPK T180p/Y182p 1,427 0,062 4,3 0,614 0,133 21,7
p38 MAPK T180p/Y182p R 1,615 0,073 4,5 0,928 0,461 49,6
p70-S6K 0,742 0,025 3,4 0,587 0,017 2,8
PARP D214cl R 0,933 0,369 395 1,659 0,226 13,6
PLK1T210p 2,084 0,240 11,5 0,659 0,106 16,0
PP1 alpha T320p 1,345 0,143 10,6 0,560 0,016 2,9
PP1alphaT320p R 1,275 0,243 19,0 0,475 0,131 27,6
Rb S807p/S811p 1,209 0,045 3,7 0,130 0,019 14,5
RSK1S380p R 1,515 0,146 9,6 0,960 0,218 22,7
RSK1T573p R 1,557 0,066 4,2 1,173 0,116 9,9
S6 ribosomales Protein S235p/S236p 2,478 0,315 12,7 0,985 0,205 20,8
S6 ribosomales Protein S240p/S244p 3,734 1,159 31,0 1,403 0,484 34,5
STAT3 0,966 0,017 1,8 1,508 0,246 16,3
Zytokeratin 4/5/6/8/10/13/18 0,919 0,103 11,2 0,637 0,028 4,4
Zytokeratin 5/6/8/17/19 0,711 0,123 17,2 0,395 0,055 13,9
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Abbildung 22: Anderungen im Modifikations- und Expressionszustand von Proteinen
durch Behandlung von HT-29-Sphéaroiden mit C2

Die Expression bzw. Modifikation von Proteinen in HT-29-Sphéaroiden wurde nach
Behandlung mit dem proprietaren HDACi C2 mittels RPPA analysiert. Die Signalwerte
wurden auf den Mittelwert der DMSO-Kontrollen normalisiert und zur Basis 2 logarithmiert.
Die Ergebnisse sind nach hierarchischer Clusteranalyse (euklidische Distanz, vollstandige
Verknupfung) entsprechend der Farbkodierung dargestellt. Rot bedeutet eine erhéhte, griin
eine erniedrigte Expression bzw. Modifikation der Proteine, graue Felder entsprechen nicht
erfassten Werten. Die einzelnen Proben sind senkrecht, die analysierten Proteine waagrecht

aufgetragen
Abkirzungen: # - eindeutiger Probenbezeichner, p — phospho, ac — acetyl, cl — gespalten
(cleaved), mel - monomethyl, me2 - dimethy, me3 - trimethyl, [] -

Antikérpernummerierung mehrfach erfasster Analyten, R — relative Aktivitdt des Proteins,
entspricht dem Verhaltnis von modifizierter Form zu Gesamtform

Bereits die Clusteranalyse aller behandelten HT-29-Spharoide (Abbildung 20) zeigte eine
starke Konzentrationsabhangigkeit der Wirkung von C2: Wéahrend sich die mit C2 in hoher
Dosierung behandelten Spharoide ahnlich den mit C1 behandelten Spharoiden verhielten,
kam es durch Behandlung mit C2 in niedriger Dosierung zu Effekten, die denen von C5
ahnelten (Abbildung 22). Da es sich bei C1 und C2 um HDACI handelt, war eine ahnliche

Wirkung zu erwarten, die Ahnlichkeit zum Kinesin-Inhibitor C5 war eher unerwartet.

Neben dem Glykoprotein CD44 wurden vor allem Apoptosemarker durch C2 in beiden
Konzentrationen &hnlich reguliert: Die gespaltene Form der Caspase 3 wurde stark
erhoht, die Gesamtmenge der Caspasen 3 und 8 reduziert. Die relative Aktivitat von
PARP nahm durch C2 in hoher Dosierung im Vergleich zum Gesamtprotein zu.

Die Effekte von C2 auf MAPK-Signalwege waren stark konzentrationsabhangig: Wéhrend
die niedrige Dosierung eine erhdhte Phosphorylierung von p38 MAPK (T180/Y182)
bewirkte, fihrte die hohe Dosierung zum gegenteiligen Effekt.

C2 in 100xICsq hatte eine verringerte Phosphorylierung von p38 MAPK (T180/Y182) und
ERK1/2 (T202/Y204) zur Folge. Flussaufwarts von ERK1/2 nahm die Phosphorylierung
von MEK1/2 (S217/S221) ab, flussabwarts kam es zur verringerten Phosphorylierung von
MSK1 (S376) und Mnk1 (T250/T255). Diese reprimierenden Effekte von C2 in hoher
Konzentration konnten bis zur Mnkl-abhédngigen Phosphorylierung von elF4E (S209)
weiterverfolgt werden. AufRerdem kam es zur Abnahme der Phosphorylierung an
4E-BP1 (S65), dem inhibitorischen Bindeprotein von elF4E. Die Effekte auf elF4E deuten
eine reprimierte Proteinsynthese an.

Im Gegensatz dazu wurde durch C2 in 10xICs, ein Anstieg der Phosphorylierung von
Mnk1 (T250/T255) detektiert, die Phosphorylierung von elF4E (S209) und 4E-BP1 (S65)
wurde nicht beeinflusst. RSK1 wurde an Serin380 und Threonin 573 verstéarkt
phosphoryliert, wobei flussaufwarts bei ERK1/2 keine verénderte Aktivitat detektiert

werden konnte.
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C2 in 100xICsq bewirkte eine leichte Repression von Akt, ohne Beeinflussung der Aktivitat.
Akt- oder AMPK-abhangig erfolgt die inhibierende Phosphorylierung von c-Raf (S259),
welche ebenfalls reduziert war. Weiter flussabwarts lagen p70-S6K und S6 reprimiert vor.
Durch C2 in 10xICsy wurde S6 an Serin 235, 236, 240 und 244 stark phosphoryliert.
Flussaufwarts im Akt-Signalweg wurden keine Effekte detektiert.

Die Aktivitat der Aurorakinasen ist unter anderem im Hinblick auf die Mitose interessant
und unterschied sich stark zwischen den beiden eingesetzten Konzentrationen von C2.
Durch C2 in 10xICsq kam es zu einem starken Anstieg der Expression von Aurora A sowie
zur Phosphorylierung von Aurora A/B/C (T288/T232/T198). C2 in 100xICsy hatte hingegen
eine verringerte Phosphorylierung von Aurora A/B/C zur Folge. Die Phosphorylierung von
Aurora A (T288) war, bei reprimierter Expression, erhoht.

Die Aurora-abhéngige Phosphorylierung von PLK1 (T210) zeigte bei C2 in 100xICs, eine
Erniedrigung, bei 10xICs, eine Erhéhung. Weiter flussabwarts nahm die Phosphorylierung
von CDK1(Y15) durch C2 in beiden Konzentrationen ab. Die verminderte
Phosphorylierung von PPla (T320), flussabwarts von CDK1, deutet auf eine erhohte
Aktivitat dieser Phosphatase durch C2 in 100xICs, hin. Das zeigte sich auch an der
verringerten Phosphorylierung ihrer Substrate Rb (S807/S811) und Cdc25A (S7).

AulRerdem war die Expression von Cdc25A und c-Myc reprimiert.

Auf die Phosphorylierung von JNK, welche durch Stress-Stimuli erfolgt, zeigte die
Behandlung mit C2 keinen Einfluss. Die Expression von JNK wurde aber durch C2 in
hoher Konzentration leicht erhoéht. Die Menge an elF2a sowie die inhibierende
Phosphorylierung an Serin 51 nahmen ab. Auf3erdem wurde die Expression der
Chaperone Calretikulin und HSP90 reprimiert. Die epithelialen Marker EpCAM und
Zytokeratin wurden ebenfalls in ihrer Expression gehemmt, der Transkriptionsfaktor
STAT3 induziert.

4.3.2.4 Wirkprofil von C5 auf Spharoide der Zelllinie HT-29

Bei C5 handelt es sich um einen Kinesin-Inhibitor, welcher Eg5 und somit die Ausbildung
von Mitosespindeln inhibiert. Spharoide der Zelllinie HT-29 wurden nach 46-stindiger
Behandlung auf Veranderungen der Proteinexpression und —modifikation untersucht.
Faktorielle Anderungen im Vergleich zur DMSO-Losungsmittelkontrolle sind nach
hierarchischer Clusteranalyse in Abbildung 23 dargestellt. Proteine, die eine veranderte
Expression oder Modifikation von mindestens Faktor 3/2 bzw. 2/3 zeigten, werden im
Folgenden genauer betrachtet (Tabelle 17). Alle nach Welch-T-Test (Bonferroni-Korrektur,

p < 0,05) signifikant unterschiedlich regulierten Analyten sind mit * gekennzeichnet.
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Tabelle 17 Faktoren der Anderungen im Modifikations- und Expressionszustand von
Proteinen durch Behandlung von HT-29-Sphéaroiden mit C5

Die Expression bzw. Modifikation von Proteinen in HT-29-Sphéaroiden wurde nach
Behandlung mit dem Kinesin-Inhibitor C5 mittels RPPA analysiert. Die Signalwerte wurden
auf den Mittelwert der DMSO-Kontrollen normalisiert und zur Basis 2 logarithmiert. Von allen
Analyten, die mindestens eine Erh6hung um Faktor 3/2 (dunkelgrau) bzw. eine Erniedrigung
um Faktor 2/3 (hellgrau) erfuhren, sind Mittelwerte der Replikate mit Standardabweichung
dargestellt. Fur alle nach Welch-T-Test (Bonferroni-Korrektur, p <0,05) als signifikant
klassifizierte Analyten sind die p-Werte gelistet

Abkirzungen: SD — Standardabweichung, CV — Variationskoeffizient, p — phospho, ac —
acetyl, cl — gespalten (cleaved), mel — monomethyl, me2 — dimethyl, me3 — trimethyl, [] —
Antikérpernummerierung mehrfach erfasster Analyten, R — relative Aktivitdt des Proteins,
entspricht dem Verhaltnis von modifizierter Form zur Gesamtform

C5 10xICsq C5 100xICs,
Faktor SD % CV p-Wert Faktor SD % CV p-Wert
4E-BP1S65p 2,012 0,093 4,6 2,475 0,090 3,6 * 0,012
Akt T308p 1,567 0,262 16,7 2,046 0,026 1,3
Akt T308p R 1,857 0,247 13,3 2,410 0,249 10,3
Aurora A 4,944 1,042 21,1 4,531 0,278 6,1
Aurora A T288p 1,433 0,034 2,4 1,569 0,072 4,6
Aurora AT288p R 0,295 0,055 18,8 0,339 0,005 1,5
Aurora A/B/C T288p/T232p/T198p 14,819 0,631 4,3 17,049 1,074 6,3
Aurora A/B/C T288p/T232p/T198p R(A) 3,106 0,610 19,6 3,740 0,064 1,7 * 0,003
Aurora A/B/C T288p/T232p/T198p R(B) 8,576 0,618 7,2 8,247 0,233 2,8
Aurora B 1,731 0,068 3,9 2,065 0,089 4,3 * 0,038
CDK1Y15p R 0,684 0,082 11,9 0,652 0,017 2,6
ERK1/2 T202p/Y204p [2] 1,544 0,185 12,0 1,683 0,102 6,0
ERK1/2 T202p/Y204p [2] R 1,658 0,266 16,0 1,916 0,110 5,7
Histon H3 S10p 11,142 8,924 80,1 12,825 4,694 36,6
Histon H3 S28p [3] 1,420 0,233 16,4 1,602 0,115 7,2
Histon H3 T11p [1] 15,523 1,432 9,2 19,615 0,263 1,3 * 0,022
Ki-67 1,629 0,175 10,7 1,952 0,078 4,0 * 0,033
Mnk1 T250p/T255p 3,088 0,391 12,6 3,665 0,301 8,2
MSK1 S360p 1,754 0,128 7,3 2,159 0,165 7,6
MSK1 S360p R 1,778 0,119 6,7 2,226 0,150 6,7
MSK1 S376p [1] 1,678 0,081 4,8 1,860 0,047 2,5
p38 MAPK T180p/Y182p 2,272 0,101 4,4 2,749 0,060 2,2 * 0,001
p38 MAPK T180p/Y182p R 2,402 0,022 0,9 * 0,000 2,951 0,220 7,4
p70-S6K T389p R 1,312 0,202 15,4 1,632 0,193 11,8
PLK1T210p 4,804 0,700 14,6 4,731 0,362 7,6
PP1 alpha T320p 2,296 0,130 57 2,664 0,190 7,1
PP1alphaT320p R 2,129 0,387 18,2 2,488 0,096 3,9 * 0,014
Rb S807p/S811p 2,402 0,136 5,6 2,544 0,113 4,4 * 0,020
RSK1 S380p 1,660 0,055 33 1,974 0,238 12,1
RSK1S380p R 1,832 0,130 71 2,274 0,308 13,5
RSK1T573p 2,119 0,334 15,8 2,623 0,077 2,9 * 0,023
RSK1T573p R 2,309 0,578 25,0 2,930 0,204 6,9
S6 ribosomales Protein S235p/S236p 5,020 0,625 12,4 6,526 0,508 7,8
S6 ribosomales Protein S235p/S236p R 6,769 1,599 23,6 7,902 0,894 11,3
S6 ribosomales Protein S240p/S244p 6,283 0,356 57 8,887 1,084 12,2
S6 ribosomales Protein S240p/S244p R 8,732 1,775 20,3 10,967 0,651 5,9
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Abbildung 23: Anderungen im Modifikations- und Expressionszustand von Proteinen
durch Behandlung von HT-29-Spharoiden mit C5

Die Expression bzw. Modifikation von Proteinen in HT-29-Spharoiden wurde nach
Behandlung mit dem Kinesin-Inhibitor C5 mittels RPPA analysiert. Die Signalwerte wurden
auf den Mittelwert der DMSO-Kontrollen normalisiert und zur Basis 2 logarithmiert. Die
Ergebnisse sind nach hierarchischer Clusteranalyse (euklidische Distanz, vollstandige
Verknupfung) entsprechend der Farbkodierung dargestellt. Rot bedeutet eine erhéhte, griin
eine erniedrigte Expression bzw. Modifikation der Proteine, graue Felder entsprechen nicht
erfassten Werten. Die einzelnen Proben sind senkrecht, die analysierten Proteine waagrecht

aufgetragen
Abkirzungen: # - eindeutiger Probenbezeichner, p — phospho, ac — acetyl, cl — gespalten
(cleaved), mel - monomethyl, me2 — dimethyll me3 - trimethyl, [] -

Antikdrpernummerierung mehrfach erfasster Analyten, R — relative Aktivitat des Proteins,
entspricht dem Verhéltnis von modifizierter Form zur Gesamtform

Auffallig ist, dass der Kinesin-Inhibitor C5 besonders die Phosphorylierung von Proteinen
beeinflusste, wahrend die Expression sich nur in wenigen Fallen anderte. Dabei kam es

durch C5 meist zu einer erhéhten Phosphorylierung, lediglich die relative
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Phosphorylierung von Aurora A (T288) und CDK1 (Y15) nahm im Verhéltnis zum
Gesamtprotein ab. Der Grad der Anderungen war meist konzentrationsabhangig durch C5

in 10xICsq geringer als in 100xICsq.

Keinerlei Effekte konnten auf Apoptosemarker beobachtet werden: Weder die Aktivitat der
Caspasen, noch die von PARP oder Bcl-(X)L wurde durch C5 beeinflusst. Im Gegensatz

dazu wurde Ki-67, ein Proliferationsmarker, verstarkt exprimiert.

Auf die Aurorakinasen A/B/C hatte C5 aktivierenden Einfluss, ihr Phosphorylierungsgrad
stieg an, ebenso die Expression von Aurora A und B, wodurch die relative Aktivitat von
Aurora A reduziert wurde. Flussabwarts konnte eine verstarkte Phosphorylierung von
PLK1 (T210) beobachtet werden. PLK1 fiihrt wiederum zur verringerten Phosphorylierung
von CDK1 (Y15) und somit zu dessen Aktivierung, was auch in dieser Arbeit detektiert
werden konnte. Flussabwarts von CDK1 lag die Phosphatase PPla an Threonin 320
verstarkt phosphoryliert vor, diese inhibierende Phosphorylierung hemmt die
Dephosphorylierung ihrer Substrate Rb und Cdc25. Dies wurde an der verstarkten
Phosphorylierung von Rb (S807/S811) sichtbar.

p38 MAPK (T180/Y182) und ERK1/2 (T202/Y204) zeigten eine durch C5 erhdhte
Phosphorylierung. Flussabwarts kam es bei Mnkl1 (T250/T255), MSK1 (S360/S376) und
RSK (S380/T573) zum Anstieg der Phosphorylierung. Eine verstarkte Mnkl-abhéngige
Phosphorylierung des Translationsinitiationsfaktors elF4E (S209) konnte ebenfalls
beobachtet werden. Das inhibitorische Bindeprotein von elF4E, 4E-BP1, zeigte eine
verstarkte Phosphorylierung, was zur Lésung der Bindung an elF4E fuhrt. Diese Effekte

deuten eine erhodhte Translationsinitiation durch C5 an.

Auch Anderungen im Akt-Signalweg konnten detektiert werden. Akt wurde an Serin 308
phosphoryliert und somit aktiviert und die relative Aktivitdt von p70-S6K wurde verstarkt,
da ihre Gesamtexpression leicht reduziert und die Phosphorylierung an Threonin 389
leicht erhoht war. Starke Effekte konnten auf das ribosomale Protein S6 beobachtet
werden, dessen Phosphorylierung zunahm (S235/S236/5240/S244).

4.3.3 Wirkung der Antitumorsubstanzen C1, C2 und C5 auf Histonebene

Die Effekte der HDACi C1 und C2 und des Eg5-Inhibitors C5 auf den Modifikationsstatus
von Histonen, werden im Folgenden dargestellt. Auerdem wurden alle verwendeten
Anti-Histon-Antikorper mittels Peptidarrays auf ihre Spezifitdt untersucht und die

Ergebnisse dieser Charakterisierung werden aufgezeigt.
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4.3.3.1 Mikrospharenbasierte Peptidarrays zur Charakterisierung
modifikationsspezifischer Anti-Histon-Antikorper

Fur den Einsatz von Antikérpern im RPPA und die Interpretation der Ergebnisse ist die
Spezifitédt der Antikbrper essentiell. Auch ihre Sensitivitat ist von Interesse, da sie eine
Aussage daruber liefert, ob der Antikbrper mit allen verfugbaren spezifischen Proteinen
Bindungen eingehen kann oder ob durch Modifikationen im Epitop eine Antikdrperbindung
verhindert wird. Daher wurden Sensitivitat und Spezifitat aller in dieser Arbeit verwendeter
modifikationsspezifischer  Anti-Histon-Antikorper  analysiert.  Hierfur wurde ein
mikrospharenbasierter Peptidarray verwendet, welcher aus 379 in verschiedenen
Kombinationen modifizierten Peptiden besteht (Heubach et al. 2013). Die 379 Peptide
decken die N-terminalen Schwénze der Histone H2A, H2B, H3 und H4 ab, pro Peptid sind
maximal 4 Aminosduren modifiziert. Somit spiegelt der Peptidarray die haufigsten

Histonmodifikationen in verschiedenen Kombinationen wider.

Zur Klassifizierung der Antikérper wurden die 379 Peptide des Arrays flr jeden Antikdrper
in relevante (spezifische Antikdrperbindungsstelle vorhanden) und nicht-relevante (keine
spezifische Antikérperbindungsstelle vorhanden) unterteilt. Um spezifische Signale vom
Hintergrundrauschen abzugrenzen, wurde fur jeden Antikérper ein Schwellenwert
bestimmt. Hierfir wurde das 99,9 % Quantil der lognormal verteilten, nicht-relevanten
Peptidsignale berechnet. Durch den positiven Vorhersagewert PPV (positive predictive
value) erfolgte die Klassifizierung der Antikorper: Dieses Verfahren war von
Hannes Planatscher fir Heubach et al. (2013) entwickelt worden.

Antikérper mit einem PPV von mindestens 0,6 wurden als spezifisch, Antikdrper mit einem
PPV von 1,0 als hochspezifisch klassifiziert. Als spezifisch klassifizierte Antikbrper zeigten
teilweise, zusatzlich zu der vom Hersteller angegebenen Modifikation, Bindung zu einer
weiteren definierten Modifikation und ihre Bindungseigenschaften wurden um diese
Modifikation erweitert. Waren fur einen Antikdrper keine relevanten Peptide im Array
vertreten oder wurde mit weniger als 3 Peptiden ein Signalwert oberhalb des

Schwellenwerts erreicht, so wurde dieser Antikdrper nicht klassifiziert (Klasse na).

Von den 42 untersuchten, modifikationsspezifischen Anti-Histon-Antikérpern wurden 20 %
als hochspezifisch klassifiziert. 60 % der Antikbrper zeigten eine gute Spezifitat, die
teilweise um eine weitere Modifikation ergdnzt werden musste. Diese Antikorper sind
somit for den Einsatz im RPPA geeignet. Bei 40 % der Antikorper konnten die
Spezifitdtsangaben des Herstellers nicht bestétigt werden, entweder zeigten sie keinerlei

Spezifitét zur angegebenen Modifikation oder starke Kreuzreaktivitaten.
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Im Folgenden sind die Ergebnisse der Spezifitdtsanalyse fur alle Antikérper, die in den
RPPA-Analysen eine Verdnderung zeigten, dargestellt. Tabelle 18 listet die zur
Klassifizierung verwendeten Werte, die entsprechend 3.4.5 berechnet wurden. AulRerdem
ist die Klassifizierung der Antikorper gelistet. In Tabelle 19 sind fiur dieselben Antikbrper
alle Peptide dargestellt, die Signalwerte Uber dem berechneten Schwellenwert zeigten.
Fett markiert sind Peptide mit relevanten Modifikationen, bei den anderen Signalen
handelt es sich um Kreuzreaktivitaten.
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Tabelle 18 Klassifizierung der mittels Peptidarrays analysierten Anti-Histon-Antikorper
— nicht anwendbar

Aus den Signalstarken (MFI) des Peptidarrays wurden Sensitivitat und Spezifitat der

Antikérper berechnet. Die Klassifizierung erfolgte abhéangig vom PPV: hochspezifisch | bei
Abkurzungen: PPV — positiver Vorhersagewert, p — phospho, ac — acetyl, mel -

PPV
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Fur die in dieser Arbeit relevanten Antikdrper sind die Signale (MFI) aller Peptide
aufgetragen, die Gber dem Schwellenwert liegen. Fett sind die Signale der Peptide, welche

Abkurzungen: p — phospho, ac — acetyl, mel — monomethyl, me3 — trimethyl, [] —

Kreuzreaktivititen zu anderen Modifikationen. Fur zwei Antikbrper sind grau hinterlegt
Antikdrpernummerierung mehrfach erfasster Analyten

die relevante Modifikation enthalten. Bei allen anderen Signalen handelt es sich um
Signale dargestellt, die unter dem Schwellenwert liegen.

Tabelle 19 Kreuzreaktivitéten relevanter Anti-Histon-Antikdrper nach Analyse mittels

Peptidarrays
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Der Anti-Histon H3 K9acK14ac-Antikorper soll laut Hersteller nur Histone erkennen, die
gleichzeitig an Lysin 9 und Lysin 14 acetyliert vorliegen. Diese Charakteristik konnte im
Peptidarray nicht bestatigt werden. Dort wurde deutlich, dass der Antikdrper die alleinige
Acetylierung an Lysin 9 erkennt, nicht jedoch die an Lysin 14. Diese verstarkt zwar die
Bindung, ist aber nicht essentiell. Des Weiteren wurde die Affinitat zu den Peptiden stark
heruntergesetzt, wenn Serin 10 oder Threonin 11 phosphoryliert waren. Der Antikdrper
wurde als hochspezifisch klassifiziert (PPV 1,0), mit der Einschrankung, dass die
Acetylierung von Lysin 14 keinen Einfluss auf die Affinitat des Antikdrpers hat.

Gegen acetyliertes Histon H2B (K5) wurden drei Antikdrper getestet. Zwei der Antikorper
wurden mit einem PPV von 0,56 als unspezifisch Kklassifiziert ([1] und [3]).
Anti-Histon H2B K5ac [1] zeigte aul3erdem Nebenreaktivitat zu Histon H3 K27ac.
Anti-Histon H2B K5ac [2] wurde als spezifisch klassifiziert (PPV 0,71), mit leichter
Nebenreaktivitat zu Histon 3 K4ac. Alle drei Antikérper banden Peptide mit

Phosphorylierung an Serin 14 weniger gut.

Es wurden zwei Antikdrper gegen Histon H3, phosphoryliert an Threonin 11, getestet.
Anti-Histon H3 T11p [1] wurde als hochspezifisch klassifiziert (PPV 1,0), durch
Acetylierung von Lysin 9 wurde die Bindung des Antikdrpers ans Epitop aber reduziert.
Wahrend Mono- und Trimethylierungen an Lysin 9 die Bindung nicht storten, setzte eine
Dimethylierung die Reaktivitdt ebenfalls herunter. Ebenso wirkte sich eine
Phosphorylierung an Serin 10 negativ auf das Bindeverhalten aus.

Anti-Histon H3 T11p [2] zeigte zusatzliche Bindung zu Histon H4 K20mel und wurde als
spezifisch klassifiziert (PPV 0,76). Es wurde keine Beeinflussung der Bindeeigenschaften
des Antikorpers aufgrund benachbarter Modifikationen festgestellt.

Fur Histon H3 S28p wurden drei Antikorper getestet. Zwei der Antikdrper zeigten keinerlei
Reaktivitdt zu phosphoryliertem Serin 28 ([1] und [2]). Einerseits wurden weniger als drei
Peptide mit einem Wert Gber dem Schwellenwert detektiert, andererseits waren die
Peptide mit den hochsten Signalen nicht an Serin 28 phosphoryliert. Diese beiden
Antikoérper konnten die Spezifitdtskriterien somit nicht erfillen. Anti-Histon H3 S28p [3]
zeigte Substratspezifitat (PPV 0,75), allerdings wurde eine Kreuzreaktivitdt zu

unmodifiziertem Histon H3 detektiert.

Der Antikérper gegen Histon H3 K4mel wurde als spezifisch klassifiziert (PPV 0,89),
wobei die Phosphorylierung von Threonin 3 und Methylierung von Arginin 2 die Affinitat

des Antikérpers zu seinem Epitop reduzierte.
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Gegen Histon H3 K27me3 wurden zwei Antikdrper getestet. Beide Antikdrper banden
bevorzugt an relevante Peptide, erreichten aber mit weniger als drei Peptiden einen Wert
Uiber dem Schwellenwert, weshalb sie nicht klassifiziert werden konnten. Auf3erdem wurde

eine Insensitivitdt gegenuber Peptiden mit phosphoryliertem Serin 28 nachgewiesen.

Besonders intensiv wurden Antikorper gegen acetyliertes Histon H3 (K9) getestet. An
diesem Beispiel soll dargestellt werden, welcher Nutzen aus dem Peptidarray gezogen
werden kann.

Einer der Antikdrper (Anti-Histon H3 K9ac [2]) war hochspezifisch (PPV 1,0), der andere
(Anti-Histon H3 K9ac [1]) zeigte eine deutliche Kreuzreaktivitdt zu Histon H4 K20ac und
wurde als unspezifisch klassifiziert (PPV 0,5). Um Unterschiede in der Sensitivitdt der
beiden Antikorper deutlich zu machen, wurden von Hannes Planatscher Bindematrizen
erstellt (Abbildung 24). Diese Bubble Blots repréasentieren all diejenigen Peptide des
Arrays, die eine oder zwei Modifikationen in der Nahe des Antikorperepitops
(Aminosauren 1-19 von Histon H3) besitzen. Je starker Peptide mit der entsprechenden
Modifikation gebunden wurden, desto dunkler und groéRer sind die dargestellten Blasen.
Beide Antikdrper zeigten eine starke Affinitat zu den an Lysin 9 acetylierten Peptiden. Die
Bindung von Anti-Histon H3 K9ac [1] an sein Epitop wurde durch Modifikationen an
Arginin 8 stark beeintrachtigt, unbeeindruckt hiervon blieb Anti-Histon H3 K9ac [2]. Die
Phosphorylierung an Serin 10 beeinflusste hingegen beide Antikdrper und verhinderte die
Epitopbindung. Somit ist Anti-Histon H3 K9ac [1] zusatzlich zur Kreuzreaktivitat mit

Histon H4 K20ac auch insensitiv gegentber Peptiden mit modifiziertem Arginin 8.

Auch far einen Antikorper, der laut Hersteller die Doppelmodifikation von Histon H3
(K9acS10p) erkennen sollte, wurde ein Bindeprofil erstellt (Abbildung 24). Dieser
Antikdrper band Peptide, die gleichzeitig an Lysin 9 und Serin 10 modifiziert vorlagen,
auch eine Modifikation an Arginin 8 veranderte die Bindeeigenschaften nicht. Allerdings
wurden nicht nur doppelt modifizierte Peptide erkannt, sondern unabhangig vom
Phosphorylierungszustand von Serin 10 auch einzeln an Lysin 9 acetylierte Peptide. Die
Antikorperbindung wurde durch Phosphorylierung von Serin 10 zwar verstarkt, stellte aber
keine Bedingung fur die Antikérperbindung dar und wurde nur in Kombination mit

acetyliertem Lysin 9 gebunden.
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Abbildung 24: Beeinflussung der Antikérperbindung durch benachbarte
Modifikationen im Epitop

Die Bindung der Antikérper an Peptide, welche die Region der Aminosduren 1-19 von
Histon H3 représentieren, ist in Fluoreszenzintensitaiten (MFI, median fluorescence
intensities) in Form eines Bubble Blots dargestellt. Nur einfach oder zweifach modifizierte
Peptide wurden fur diese Analyse verwendet. Die erste Spalte bzw. Reihe entspricht der
Antikérperbindung an einfach modifizierte Peptide, dem restlichen Blot kann die Bindung zu
doppelt modifizierten Peptiden entnommen werden. Die Diagonale entspricht dem Mittelwert
Uber alle Peptide mit dieser Modifikation. Der Unterschied zwischen diesem Wert und dem
Wert in der ersten Spalte bzw. Reihe gibt an, ob durch diese Modifikation die
Antikdrperbindung positiv oder negativ beeinflusst wird.

Abkirzungen: p — phospho, ac — acetyl, mel — monomethyl, me2 — dimethyl, me3 —
trimethyl, me2a — asymmetrisch dimethyliertes Arginin, me2s — symmetrisch dimethyliertes
Arginin, [ ] — Antikdrpernummerierung mehrfach erfasster Analyten

Die Bubble Blots waren von Hannes Planatscher fir Heubach et al. (2013) erstellt worden
und wurden freundlicherweise fir diese Arbeit zur Verfiigung gestellt.
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Der Antikorper gegen Histon H3 S10p wurde als spezifisch kategorisiert (PPV 0,81).
Nebenreaktionen wurden zu Histon H3 R2me2 und Histon H3 K4mel detektiert, welche
aber deutlich schwacher gebunden wurden als die Phosphorylierung an Serin 10. Nur
durch Phosphorylierung von Threonin 11 wurde die Bindung des Antikdrpers an sein
Epitop verhindert, andere Modifikationen in der ndheren Umgebung beeinflussten die
Antikorperbindung nicht (Abbildung 24).

Um die Bedeutung dieses Peptidarrays aufzuzeigen, wurden Hela-Zellen fir 24 h mit
0,05 pg/ml Colcemid oder 0,1 pg/upl Paclitaxel behandelt, lysiert und die Zellextrakte
mittels Western Blot untersucht (Abbildung 25). Die antimitotischen Substanzen Colcemid
und Paclitaxel beeintrdchtigen die Mikrotubuliorganisation und es kommt zum
Zellzyklusarrest in der Metaphase, was eine erhdhte Phosphorylierung von Histon H3 an
Serin 10 zur Folge hat. Dies konnte durch den Western Blot bestatigt werden. Die im
Western Blot detektierten Signale der beiden Anti-Histon H3 K9ac-Antikérper wurden
durch die Behandlung mit Colcemid oder Paclitaxel drastisch reduziert. Das Signal von

Anti-Histon H3 K9acS10p nahm hingegen deutlich zu.

Medium
HBSS
Colcemid
DMSO
Paclitaxel

Histon H3S10p

[- - - — \ B-Aktin

-— e - Histon H3K9ac [1]

e W S ) W | B-Aktin

— — - Histon H3K9ac [2]

- P W W e | B-Aktin

l e ‘ Histon H3K9acS10p

-~ . e et B—Aktln

Abbildung 25: Acetylierung (K9) und Phosphorylierung (S10) von Histon H3 nach
Behandlung von HeLa-Zellen mit Colcemid oder Paclitaxel

HelLa-Zellen wurden fur 24 h mit 0,05 pg/ml Colcemid in HBSS bzw. 0,1 pg/ml Paclitaxel in
DMSO behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen (Medium) sowie Behandlungen
mit 0,01 % HBSS bzw. DMSO. Je 15 pug Protein der nativen Zelllysate wurden mittels
SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und nach Antikérperinkubation mittels
Fluoreszenz bei 800 nm detektiert. B-Aktin wurde zur Ladekontrolle bei 680 nm detektiert.
Abkirzungen: p — phospho, ac — acetyl, [ ] — Antikérpernummerierung mehrfach erfasster
Analyten.
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4.3.3.2 Einfluss von C1 und C2 auf Histonmodifikationen in NCCIT-Spharoiden

Der Einfluss der Histon-Deacetylase-Inhibitoren C1 und C2 auf Histonmodifikationen
wurde in NCCIT-Sphéaroiden analysiert. Die Zeitverlaufsdiagramme differenziell
modifizierter Histone sind in Abbildung 26 dargestellt.

Alle Anti-Histon-Antikérper waren mittels Peptidarrays im Detail charakterisiert worden.
Waren RPPA-Ergebnisse mehrerer Antikdrper gegen dasselbe Epitop verflgbar, so
wurden fur die Interpretation der Ergebnisse jeweils nur die laut Peptidarray spezifischen

Antikorper bertcksichtigt.

Die Behandlung der NCCIT-Spharoide mit dem HDACI C1 hatte einen starken Anstieg der
Acetylierung an Lysin 9 zur Folge. Mit C2 konnte kein Effekt auf die Acetylierung der
Histone beobachtet werden. C1 bewirkte aul3erdem, beginnend ab 0,5 h, eine verstarkte

Monomethylierung von Histon H3 an Lysin 4.

Starke Effekte zeigten beide HDACI auf die Histonphosphorylierung. Bedingt durch C1
stieg die Phosphorylierung von Threonin 11 bis zu einem Maximum bei 6 h an, mit
anschlieRendem Abfall. Ahnlich, aber in starkerem MalRe, wurde diese Phosphorylierung
durch C2 beeinflusst. Auf3erdem stieg die Phosphorylierung an Serin 10 durch C2 nach
2-stundiger Behandlung an und fiel ab 24 h wieder leicht ab.
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Abbildung 26: Zeitverlaufe der Modifikation von Histonen nach Behandlung von
NCCIT-Sphéroiden mit C1 und C2

NCCIT-Sphéroide wurden in drei Replikaten mit den angegebenen Konzentrationen (1xICsg,
10xICsp) der Substanzen C1 oder C2 behandelt. Als Ldsungsmittelkontrolle diente
0,1 % DMSO (je 2-4 Replikate). Der Expressions- und Modifikationsstatus von 81 Proteinen
wurde mittels RPPA analysiert. Die Signalwerte wurden auf die immobilisierte Proteinmenge
normiert. Die Mittelwerte der Replikate einiger differenziell exprimierter bzw. modifizierter
Proteine sind mit zugehdriger Standardabweichung aufgetragen.

Abklrzungen: RFI — relative Fluoreszenzintensitat, AU — willkiirliche Einheiten (arbitrary
units), p — phospho, ac — acetyl, mel — monomethyl, [ ] — Antikbérpernummerierung mehrfach
erfasster Analyten
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4.3.3.3 Einfluss von C1, C2 und C5 auf Histonmodifikationen in HT-29-Sphéroiden

Die Expression und Modifikation von Histonen wurde in HT-29-Spharoiden nach
Behandlung mit den HDACi C1 und C2 sowie dem Eg5-Inhibitor C5 analysiert.

Durch Behandlung der Sphéroide mit den HDACi C1 und C2 waren starke Effekte auf die
Histonacetylierung erwartet. Dies spiegelte sich besonders im erhdhten Signal des
Anti-Histon H3 K9acK14ac-Antikdrpers wider. Da dieser im Peptidarray keinerlei
Reaktivitat mit Lysin 14 gezeigt hatte, liegt dem Signal wahrscheinlich nur die Acetylierung
von Lysin 9 zugrunde. Auch der Anti-Histon H3 K9ac [1]-Antikdrper zeigte durch C1 in
100xICs, ein erhdhtes RPPA-Signal. Durch die Charakterisierung des Antikdrpers ist eine
Kreuzreaktivitdt zu Histon H4 K20ac bekannt. Mdoglicherweise tragt somit auch eine
verstarkte Acetylierung von Histon H4 an Lysin 20 zum Signal bei.

Durch C1 in 100xICs, konnte aufRerdem eine leicht erhohte Acetylierung von
Histon H2B (K5) detektiert werden. Dieser Antikorper zeigte eine Kreuzreaktivitdt zu

acetyliertem Lysin 27, was somit moglicherweise auch verstarkt acetyliert vorlag.
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Abbildung 27: Acetylierung der Histone nach Behandlung von HT-29-Spharoiden mit
C1,C2und C5

HT-29-Sphéaroide wurden in drei Replikaten mit den angegebenen Konzentrationen (10xICsg,
100xICso) der Substanzen C1, C2 oder C5 fur 46 h behandelt. Als Losungsmittelkontrolle
diente 0,2 % DMSO in Zellkulturmedium. Der Expressions- und Modifikationsstatus von
Proteinen wurde mittels RPPA analysiert. Die Signalwerte wurden auf die immobilisierte
Proteinmenge normiert und sind mit zugehoriger Standardabweichung aufgetragen.
Dargestellt ist die veranderte Acetylierung der Histone H2B und H3 nach Behandlung mit
den Substanzen.

Abkirzungen: RFI — relative Fluoreszenzintensitat, AU — willkiirliche Einheiten (arbitrary
units), ac — acetyl, [ ] — Antikbrpernummerierung mehrfach erfasster Analyten
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Abbildung 28: Phosphorylierung der Histone nach Behandlung von HT-29-Sphéroiden
mit C1, C2 und C5

HT-29-Spharoide wurden in drei Replikaten mit den angegebenen Konzentrationen (10xICsg,
100xICso) der Substanzen C1, C2 oder C5 fir 46 h behandelt. Als Losungsmittelkontrolle
diente 0,2 % DMSO in Zellkulturmedium. Der Expressions- und Modifikationsstatus von
Proteinen wurde mittels RPPA analysiert. Die Signalwerte wurden auf die immobilisierte
Proteinmenge normiert und sind mit zugehoriger Standardabweichung aufgetragen. A) zeigt
die Phosphorylierung von Histon H3 nach Behandlung mit den Substanzen. B) zeigt die
Anderungen in der Phosphorylierung von Histon H3 (T11) nach Behandlung mit C1 (links)
und C5 (rechts).

Abkirzungen: RFI — relative Fluoreszenzintensitat, AU — willkirliche Einheiten (arbitrary
units), ac — acetyl, [ ] — Antikbrpernummerierung mehrfach erfasster Analyten

Die Phosphorylierung von Histon H3 an Serin 10, Threonin 11 und Serin 28 wurde durch
Behandlung mit C1 in 100xICs, reduziert. C5 hingegen bewirkte eine deutlich verstarkte
Phosphorylierung von Histon H3. Auch C2 in geringer Dosierung hatte eine erhéhte
Phosphorylierung an Threonin 11 zur Folge. Die Faktoren dieser Effekte waren stark
unterschiedlich. Wahrend C5 zu einer 20-fachen Erh6hung der Phosphorylierung von
Threonin 11 fihrte, wurde die Phosphorylierung durch C1 nur um 1/3 reduziert. Bei
Serin 28 war durch C5 eine Erhéhung um den Faktor 1,6, bei C1 eine 0,4-fache

Erniedrigung zu sehen.

4.3.4 Verifizierung der RPPA-Analysen mittels Western Blot

Reverse Phase Protein-Mikroarrays eigenen sich hervorragend um die Expression und
Aktivierung mehrerer dutzend Proteine gleichzeitig auf vielen Proben zu analysieren.
Allerdings kann nur durch Verwendung hochspezifischer Antikorper gewéhrleistet werden,
dass dem detektierten RPPA-Signal das richtige Protein zugrunde liegt. Aus diesem
Grund wurde die Spezifitat aller im RPPA eingesetzten Antikorper mittels Western Blot auf
relevanten  Zelllinien  gepruft.  AuBerdem  wurden retrospektiv  ausgewéahlte

RPPA-Ergebnisse mittels Western Blot verifiziert.

Von den im RPPA verwendeten HT-29-Spharoiden war genligend Material vorhanden,
um Western Blot-Analysen durchzufiihren (Abbildung 30). NCCIT-Sphéroide wurden neu
mit den Substanzen C1 (10 pM), C2 (4 puM) und C5 (0,2 pM) fur 6 h und 24 h behandelt.
Mit den denaturierend lysierten Sphéaroidproben wurden Western Blots durchgefiihrt
(Abbildung 29).
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Abbildung 29: Verifizierung der RPPA-Analysen mittels Western Blot

NCCIT-Spharoide wurden fur 6 h und 24 h mit den Substanzen C1 (10 uM), C2 (4 uM) und
C5 (0,2 uM) bzw. als Losungsmittelkontrolle mit 0,1 % DMSO behandelt. Fur den
Zeitnullpunkt wurden Spharoide vor Beginn der Behandlung entnommen. Je 10 pg Protein
der denaturierend lysierten Zelllysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt, auf
Nitrozellulose transferiert und nach Antikdrperinkubation mittels Fluoreszenz bei 680 nm
(14-3-30, B-Aktin) und 800 nm (Aurora A/B/C T288p/T232p/T198p, Caspase 3 D175cl,
Histon H3 T11p [1], Histon H3 K27me3 [1], p21) detektiert.

Folgende Proben wurden verwendet: #3014 Oh, #3012 DMSO 6h, #3013 DMSO 24h, #2996
C1 6h, #2997 C1 24h, #3004 C2 6h, #3005 C2 24h, #3008 C5 6h, #3009 C5 24h.

Aurora A/B/C T288p/T232p/T198p wurde auf den folgenden Proben nicht inkubiert: #2996
C1 6h, #2997 C1 24h

Abkirzungen: # - eindeutiger Probenbezeichner, p — phospho, cl — gespalten (cleaved), me3
— trimethyl, [ ] — Antik6rpernummerierung mehrfach erfasster Analyten

Durch Behandlung der NCCIT-Spharoide mit C2 und C5 wurde eine erhéhte
Phosphorylierung von Aurora A und Aurora B detektiert, welche durch Ilangere
Behandlungszeiten verstarkt wurde. Der Phosphorylierungsgrad von Aurora C blieb
hingegen weitgehend unveréndert. Der RPPA hatte in NCCIT-Sphéaroiden ebenfalls eine

erhohte Aurora-Phosphorylierung durch die Behandlung mit C2 gezeigt.

Auch die Spaltung von Caspase 3 durch Behandlung der NCCIT-Sphéaroide mit C1 und
C2, welche schon im RPPA detektiert worden war, konnte mittels Western Blot verifiziert
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werden. Vor allem durch C1 und nach 24-stindiger Behandlungsdauer stieg die
gespaltene Form stark an. Auch durch C5 konnte die Spaltung von Caspase 3

nachgewiesen werden.

Die Phosphorylierung von Histon H3 (T11lp) zeigte ein ahnliches Verhalten, wie die
Aurorakinasen. C2 und C5 bewirkten mit steigender Behandlungsdauer einen erhéhten
Phosphorylierungsgrad, durch C1 wurde die Phosphorylierung nicht beeinflusst. Auch im
RPPA war eine erhdhte Phosphorylierung nach Behandlung mit C2 detektiert worden. C1
hatte bei 6 h zu einer leicht erhdhten Phosphorylierung gefiihrt, welche aber schnell
wieder abfiel. Dies konnte mittels Western Blot nicht bestétigt werden, da der Effekt aber
nur bei 6 h aufgetreten war, ware es méglich, dass der Anstieg zeitlich verschoben auftritt.

p21 fuhrt zur Inhibition des Zellzyklus am G1/S-Restriktionspunkt. Die Menge an p21
wurde durch Behandlung der NCCIT-Spharoide mit C1 stark erhoht, vor allem bei

langeren Behandlungszeiten.

14-3-30 zeigte im Western Blot keine Expressionsdnderung. Im RPPA war in
NCCIT-Spharoiden nach Behandlung mit C1 und C2 ab 48 h eine verringerte Expression
detektiert worden. Moglicherweise konnte diese Veranderung im Western Blot nicht

aufgeltst werden.

Die Trimethylierung von Histon H3 (K27) war nach 24 h durch alle drei Substanzen
erhoht, der Effekt von C1 war besonders deutlich. Auch im RPPA war durch C1 eine

starke Erhéhung detektiert worden, die bei 48 h noch verstarkt wurde.
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Abbildung 30: Verifizierung der RPPA-Analysen mittels Western Blot

Die HT-29-Sphéaroidproben des RPPA-Experiments wurden verwendet. Diese waren flir 46 h
mit den Substanzen C1 (10 uM/100 uM), C2 (4 uM/40 uM) und C5 (0,2 uM/2 uM) in
10xIC50/100XICs9 bzw. als Lésungsmittelkontrolle mit 0,2 % DMSO behandelt worden. Je
7 ug (A/B) bzw. 5 ug (C/D) Protein der denaturierend lysierten Zelllysate wurden mittels
SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und nach Antikérperinkubation mittels
Fluoreszenz bei 680 nm (B-Aktin) und 800 nm (Aurora A/B/C 288p/T232p/T198p,

Rb S807p/S811p, Histon H3 T11p [1], S6 S235p/S236p) detektiert.

Folgende Proben wurden verwendet: A) #1256 DMSO, #1268 C1 10xICs, #1270 C1
100xICsq, #1273 C2 10xICsq, #1277 C2 100xICsy, #1283 C5 100xICs, B) #1256 DMSO,
#1269 C1 10xICsp, #1271 C1 100xICsq, #1274 C2 10xICsq, #1278 C2 100xICsgo, #1284 C5
100xICsq C) #1253 DMSO, #1280 C5 10xICsy, #1284 C5 100xICsy, D) #1253 DMSO, #1279

C5 10xICsq, #1283 C5 100xICs
Abkirzungen: # - eindeutiger Probenbezeichner, p — phospho

In den HT-29-Sphéaroiden wurde nach Behandlung mit C2 in 10xICso und C5 in 100xICsg
(C5 in 10xICs, wurde nicht gemessen) eine erhdhte Phosphorylierung von Aurora A und
Aurora B detektiert. Wie schon bei den NCCIT-Spharoiden wurde kein Effekt auf Aurora C
gemessen. Das Ergebnis stimmt mit den RPPA-Daten Uiberein; analog zum Western Blot

wurde dort die Phosphorylierung durch C2 in niedriger Dosierung, nicht aber in hoher

Dosierung beeinflusst.

Im Western Blot widergespiegelt wurden auch die RPPA-Ergebnisse von Rb. Durch C5
kam es zu einer erhéhten Phosphorylierung (S807/S811), C2 in 10xICs, flhrte zu keiner
Veranderung. Besonders drastische Effekte zeigten C1 und C2 in 100xICsy: Hier ging der

Phosphorylierungsgrad auf null zurtick.

Des Weitern konnte die erhdhte Phosphorylierung von Histon H3 (T11) in den
HT-29-Spharoiden nach Behandlung mit C5 mittels Western Blot bestatigt werden. Auch
die erhohte Phosphorylierung von S6 konnte im Western Blot nachvollzogen werden und

spiegelt die Ergebnisse des RPPA wider.
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5. Diskussion

Tumorerkrankungen sind hochkomplexe Krankheiten, welche die
Medikamentenentwicklung vor grof3e Herausforderungen stellen. Medikamente, die gegen
ein spezifisches Zielprotein entwickelt wurden, zeigen héaufig zusatzliche Effekte, welche
die Wirksamkeit des Medikaments entweder verstarken oder aber zu starken
Nebenwirkungen fihren konnen. Diese sekundaren Effekte werden oft erst in spaten
klinischen Phasen der Medikamentenentwicklung sichtbar und kdnnen im schlimmsten
Fall die Weiterentwicklung des Medikaments verhindern. So liegt in der Onkologie die
Erfolgsrate von Wirkstoffkandidaten in den klinischen Phasen bei nur 5 % (Collins und
Workman 2006). Um diese zu erhdhen, ist es nétig, die Wirkstoffe bereits in friihen
préklinischen Phasen ausgiebig zu charakterisieren. Hierfir ist eine umfassende Analyse
der Proteinexpression sowie der Aktivitdt von Signalwegsproteinen nétig. Durch
Aktivitdtsanalysen von Schllsselproteinen in verschiedenen Signalwegen kann ein

detailliertes Wirkprofil von Medikamentenkandidaten erstellt werden.

Wenn moglich sollten diese Analysen bereits in préklinischen Phasen an Modellen
erfolgen, die dem Menschen sehr dhnlich sind, idealerweise also direkt an menschlichen
Zellen. Die klassische zweidimensionale Zellkultur, die bislang zum Einsatz kommt, tragt
diesen Anforderungen nicht Rechnung, da diese Zellen durch ihren immortalisierten
dedifferenzierten Zustand stark von Patientenmaterial abweichen; ihnen fehlen
elementare Charakteristika, die komplexe Gewebestrukturen aufweisen. Auch
Tierversuche mit menschlichen Tumorzellen, wie im subkutanen Mausmodell, kdnnen die
komplexe Tumorsituation im Menschen nur unzureichend widerspiegeln und benétigen
zudem viele Versuchstiere. Die 3D-Sphéaroidtechnologie erscheint als hoffnungsvolle
Variante.

Sphéaroide stellen dreidimensionale zellulare Strukturen dar, die humane Mikrotumoren
imitieren (Bachmeier et al. 2005, van den Engel et al. 2006, Gaedtke et al. 2007). Sie
kénnen aus Zelllinien oder aus primarem Patientenmaterial generiert werden und sind der
klassischen Zellkultur in Monolayer sowie dem subkutanen Mausmodell Gberlegen (Mayer
et al. 2001). Mit diesem dreidimensionalen Modell ist es mdglich, Wirkstoffkandidaten auf
Material, welches dem Tumor stark ahnelt, ausfiihrlich zu charakterisieren. Da Spharoide
jedoch aus nur wenigen tausend Zellen bestehen, sind &uf3erst sensitive Methoden nétig,
um umfassende Proteinprofile zu erstellen. Hier stol3en viele Analysetechniken an ihre
Grenzen. Zwar ist eine histologische Analyse der Sphéaroide moglich und einzelne
Western Blots konnen durchgefihrt werden, fur eine umfassende Analyse, beispielsweise
durch Massenspektrometrie-basierte Verfahren, ist aber nicht annahernd genlgend

Material verfuigbar. In dieser Arbeit wurden deshalb Reverse Phase Protein-Mikroarrays
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(RPPA) verwendet, um in Spharoiden umfassende Aktivierungsprofile hach Behandlung
mit neuartigen Wirkstoffkandidaten zu erstellen. Diese Technologie eignet sich besonders
gut zur Analyse von Spharoiden, da sie mit geringsten Proteinmengen auskommt. Die
Detektionsgrenze des Systems liegt bei 1000 Proteinkopien pro Mikrospot, trotzdem
waren diverse Systemanpassungen noétig, um mit diesen Kkleinsten Proteinmengen

arbeiten zu kénnen.

Nach erfolgreicher Methodenetablierung wurden mit diesem System die
Wirkmechanismen neuartiger Antitumorsubstanzen analysiert. Die verwendeten
Sphéroide entstammten der kolorektalen Adenokarzinomzelllinie HT-29 sowie der
pluripotenten Stammzelllinie NCCIT. Die Sphéaroidlysate wurden als Protein-Mikroarray
auf einem planaren Objekttrdger immobilisiert, wodurch bis zu 80 Proben parallel
analysiert werden konnten. Durch Inkubation mit Antikbrpern wurden Proteinexpression
sowie Proteinmodifikationen untersucht. Dabei ist die Spezifitdit der verwendeten
Antikorper fur die Interpretation der Ergebnisse essentiell. Aus diesem Grund wurden alle
eingesetzten Antikdrper mittels Western Blot auf relevantem Zelllinienmaterial
charakterisiert. Zur Charakterisierung von Anti-Histon-Antikérpern wurde eine neue
Methode eingesetzt, mit welcher die Wechselwirkung der Antikérper zu mehrfach

moadifizierten Histonpeptiden im Detail analysiert werden konnte.

Mittels Reverse Phase Protein-Mikroarrays (RPPA) konnten fur Gber 100 Spharoidproben
ausfiihrliche Proteinprofile erstellt werden. Diese umfassen 126 Proteine aus
unterschiedlichen Signaliibertragungswegen, hervorzuheben ist insbesondere der
Nachweis von aktivitatsbestimmenden Phosphorylierungen, Acetylierungen und
Methylierungen fur etwa 80 Proteine. Von besonderem Interesse bei der Analyse von
Antitumorsubstanzen ist der Nachweis von Apoptosemarkern und Proteinen des
Zellzyklus sowie die Analyse zentraler Signalwege wie MAPK und mTOR.

Bei den untersuchten Antitumorsubstanzen handelte es sich um einen Kinesin-Inhibitor
sowie zwei Histon-Deacetylase-Inhibitoren (HDACI). Die HDACi stammen aus den
Klassen der Hydroxams&uren und Benzamide, der eingesetzte Kinesin-Inhibitor inhibiert
spezifisch das mitotische Kinesin Eg5. Da bei diesen Substanzklassen Effekte auf Histone
bereits bekannt waren, wurde ein Augenmerk auf die Analyse von Histonmodifikationen

gelegt.

Im Folgenden werden zuerst die Methodenetablierung und die damit verbundenen
Anpassungen des RPPA-Systems an die Sphéaroide diskutiert, des Weiteren wird die

Charakterisierung der modifikationsspezifischen Anti-Histon-Antikbrper dargestellt.
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AnschlieRend werden im Detail die Wirkprofile der drei untersuchten Antitumorsubstanzen
auf Sphéaroide der Zelllinien HT-29 und NCCIT diskutiert.

5.1 Methodenetablierung

5.1.1 Kombination von Spharoid- und RPPA-Technologie

Die Kombination von Sphéaroid- und RPPA-Technologie stellt einen sehr interessanten
und aussichtsreichen Weg zur detaillierten Analyse der Wirkmechanismen neuer
Medikamentenkandidaten dar. Spharoide zeichnen sich durch Charakteristika aus, die
denen von Mikrotumoren stark &hneln. Sie koénnen direkt aus primérem
Patiententumormaterial generiert werden und lassen somit bereits in der praklinischen
Entwicklung eine Charakterisierung von Substanzen auf tumornahem humanem Material
zu. Da Spharoide aus nur einigen tausend Zellen bestehen, ist die Proteinanalyse mittels
hochsensitiver RPPA die Methode der Wahl, die geringe Proteinmenge machte aber
trotzdem eine Adaptation der RPPA-Technologie erforderlich.

In ersten Versuchen wurde die minimal bendtigte Menge an Spharoiden fur die
RPPA-Analysen bestimmt. Durch Anpassung der Arraygenerierung konnte die Zahl auf
3-10 Sphéroide reduziert werden. Dabei wurde deutlich, dass Sphéaroide in Abh&ngigkeit
der verwendeten Zelllinien und der Generierungsmethode starke Unterschiede im
Proteingehalt aufweisen. Wahrend Spharoide aus der Zelllinie HT-29 ca. 9 ug Protein pro
Sphéroid lieferten, waren es bei den Sphéaroiden aus NCCIT-Zellen nur ca. 3 ug, die
primaren Patienten-Spharoide lieferten ca. 4 ug Protein. Auf3erdem konnte gezeigt
werden, dass NCCIT-Spharoide ein anderes Wachstumsverhalten zeigen als
HT-29-Sphéaroide. Wahrend letztere Uber die Behandlungsdauer eine konstante GroRRe
beibehielten, wuchsen die NCCIT-Spharoide weiter und nach 48 h hatte sich ihr

Proteingehalt mehr als verdoppelt.

Eine Schwierigkeit stellte die reproduzierbare Spharoidlyse dar. Die Lysate sollten aus
wenig Zellmaterial mit moglichst wenig Puffer generiert werden, um hohe
Proteinkonzentrationen fir die RPPA-Analyse zu erhalten. Dadurch wurde die Methode
besonders anfallig fur kleine Volumenunterschiede, wie sie bei der Ernte der Spharoide
entstehen, und die Lyseeffizienz schwankte, abhéngig vom Restvolumen an Waschpuffer,
stark. Aus diesem Grund wurde ein Verfahren entwickelt, bei welchem die Spharoide vor
der Lyse gefriergetrocknet werden. So konnten die Varianzen zwischen den Replikaten

reduziert und die Lyseeffizienz gesteigert werden. Besonders nukleare Proteine wurden
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deutlich besser solubilisiert, da durch Trocknung des salzhaltigen Waschpuffers die
Salzkonzentration des Lysats erhdht wurde. Dieser Effekt zeigte sich besonders nitzlich
fur die Extraktion von Histonen und die Analyse von Histonmodifikationen. Phosphatasen
wurden im Verlauf der Gefriertrocknung nicht aktiviert, was sich daran zeigte, dass die
Phosphorylierung von Proteinen nicht reduziert wurde. Das Lyseprotokoll konnte durch
den Lyophilisierungsschritt optimiert werden und sowohl die Lyseeffizienz als auch die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wurde verbessert. Mit diesem neu etablierten
Lyseprotokoll konnten neben HT-29 und NCCIT-Sphéaroiden auch priméare
Patienten-Spharoide analysiert werden.

Mit der hier etablierten Methode kdnnen individuelle Expressions- und Aktivierungsmuster
in Tumoren aufgezeigt und somit gezielt therapiert werden. Bereits vor Beginn einer
nebenwirkungsreichen Therapie kann die Wirksamkeit von Medikamenten auf priméren
patientenspezifischen Spharoiden getestet werden, um Patienten zu stratifizieren.
AuRerdem kann dieses System in der praklinischen Medikamentenentwicklung eingesetzt

werden, um detaillierte Wirkprofile auf tumornahem Material zu generieren.

5.1.2 Einsatz eines mikrospharenbasierten Peptidarrays zur

Charakterisierung modifikationsspezifischer Anti-Histon-Antikorper

Die Verfugbarkeit hochspezifischer Antikbrper gegen modifizierte Histone ist fur viele
Anwendungen essentiell. Methoden wie Chromatin Immunoprazipitation (ChIP) und
MS-basierte Proteomanalysen acetylierter Proteine sind auf modifikationsspezifische
Antikorper angewiesen, da unspezifische Bindungen zu verfalschten Ergebnissen fuhren
(Kuo und Allis 1999, Impey et al. 2004, Nelson et al. 2006, Barski et al. 2007, Choudhary
et al. 2009, Choudhary und Mann 2010). Auch die in dieser Arbeit verwendeten Reverse

Phase Protein-Mikroarrays basieren auf der Spezifitat der eingesetzten Antikorper.

Bei der Analyse von Histonen kdénnen mehrfache Modifikationen im Antikorperepitop
auftreten, was die Bindungseigenschaften des Antikdrpers beeinflussen und somit die
Ergebnisse verfalschen kann. Daher wurden bereits verschiedene Methoden zur
detaillierten Analyse der Bindecharakteristika von Anti-Histon-Antikérpern entwickelt (Bua
et al. 2009, Bock et al. 2011). Peptidarrays mit multiplen posttranslationalen
Modifikationen gehdren zu den bedeutendsten Techniken, um Bindeinformationen von
Antikdrpern zu erfassen. Dabei werden unterschiedlich modifizierte Peptide auf planaren
Glasobjekttragern immobilisiert und durch Inkubation mit Anti-Histon-Antikbrpern werden
deren Bindungscharakteristika analysiert. Die Herstellung planarer Peptidarrays ist jedoch

relativ aufwandig und daher teuer. Im Folgenden soll die Anwendung eines

110



Diskussion

mikrospharenbasierten Peptidarrays dargestellt werden, welcher sich durch eine hohe
Durchsatzfahigkeit bei stark minimiertem Arbeitsaufwand auszeichnet (Heubach et al.
2013).

Der verwendete Peptidarray besteht aus kovalent auf Mikrospharen gekoppelten
Peptiden, die mittels Spot-Synthese synthetisiert wurden (Kurzeder et al. 2007, Sylvester
und Kron 2010, Hoeppe et al. 2011). Die 379 Peptide des Arrays entsprechen den
N-terminalen Schwéanzen der Histone H2A, H2B, H3 und H4 und liegen an bis zu vier
Aminosauren acetyliert, methyliert, phosphoryliert oder citrulliniert vor (Bock et al. 2011).

Mit diesem mikrospharenbasierten Peptidarray wurden 42 kommerziell erhdltliche
Antikorper im Detail charakterisiert. Nur jeder flinfte AntikGrper erwies sich dabei als
selektiv fir das vom Hersteller angegebene Epitop. Bei 40 % der Antikdrper konnten
zusatzlich leichte Nebenreaktionen zu einer anderen Modifikation nachgewiesen werden.
Weitere 40 % der getesteten Antikdrper zeigten starke Kreuzreaktivitaten zu anderen
Modifikationen oder keine Bindung zu der vom Hersteller spezifizierten Modifikation.
Dieses Ergebnis verdeutlicht die  Wichtigkeit der  Qualitatskontrolle  fur

modifikationsspezifische Anti-Histon-Antikorper.

a-H3K9ac [2]

a-H3K9ac [1] a-H3K9%ac [1]

N N

a-H3K9ac [2] a-H3K9acS10p

Histon H3-------- R8-----K9-----§10----- Histon H3-------- R8-----K9-----§10-----

Abbildung 31: Analyse der Bindungscharakteristika von Anti-Histon-Antikérpern
Bindungseigenschaften von modifikationsspezifischen Anti-Histon H3-Antikbrpern gegen
acetyliertes Lysin 9 und die Doppelmodifikation an Lysin 9 und Serin 10 wurden mittels
Peptidarrays analysiert. Die 379 Peptide des mikrospharenbasierten Arrays entsprechen den
N-terminalen Schwéanzen von Histon H2A, H2B, H3 und H4 und liegen an bis zu vier
Aminosauren durch Acetylierung, Phosphorylierung, Methylierung oder Citrullinierung
modifiziert vor. A) Die beiden Anti-Histon H3 K9ac-Antikdrper binden ihr Epitop, solange
keine benachbarte Aminosaure modifiziert vorliegt. Durch Methylierung von Arginin 8 kann
Anti-Histon H3 K9ac [1] sein Epitop nicht mehr binden, wohingegen die Epitopbindung von
Anti-Histon H3 K9ac [2] nicht gestdrt wird. B) Durch Phosphorylierung von Serin 10 wird die
Bindung beider Anti-Histon H3 K9ac-Antikérper an ihr Epitop verhindert. Nur der Antikdrper
gegen die Doppelmodifikation (Anti-Histon H3 K9acS10p) bindet sein Epitop weiterhin.
Abkurzungen: p — phospho, ac — acetyl, me — methyl
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Die Bindeeigenschaften modifikationsspezifischer Anti-Histon-Antikérper kénnen durch
Modifikationen benachbarter Aminosauren, wie sie in Histonschwénzen haufig
vorkommen, beeintrachtigt werden. Detaillierte Informationen uber
nachbarschaftsspezifische Bindungseigenschaften und somit Erkenntnisse Uber
vorteilhafte oder nachteilige Modifikationen in der naheren Umgebung konnten mithilfe
dieses Peptidarrays generiert werden.

Am Beispiel zweier Antikorper gegen acetyliertes Histon H3 (K9) konnte die Bedeutung
des Peptidarrays aufgezeigt werden (Abbildung 31). Die Analyse zeigte flr beide
Antikorper eine starke Affinitat fur die an Lysin 9 acetylierten Peptide. Durch
Phosphorylierung am benachbarten Serin (S10) wurde hingegen die Bindung beider
Antikorper negativ beeinflusst: Doppelt an Lysin 9 und Serin 10 modifizierte Peptide
wurden von keinem der Antikdrper erkannt. Ein dritter Antikdrper, spezifisch gegen diese
Doppelmodifikation (K9acS10p), zeigte hingegen eine deutliche Bindung zu diesen
Peptiden. Entgegen der Herstellerangaben erkannte er aber auch Peptide mit alleiniger

Acetylierung an Lysin 9, jedoch nicht die alleinige Phosphorylierung an Serin 10.

Um die Relevanz dieser Beobachtungen zu zeigen, wurden Hela-Zellextrakte nach
Behandlung mit den antimitotischen Substanzen Paclitaxel (Taxol) und Colcemid
analysiert. Diese Substanzen beeintrachtigen die Mikrotubuliorganisation und fihren zum
Zellzyklusarrest in der Metaphase. Als Konsequenz des Arrests kommt es zur verstarkten
Phosphorylierung von Histon H3 an Serin 10 (Rieder und Palazzo 1992, Jordan et al.
1996, Yvon et al. 1999, McManus und Hendzel 2006).

Eine verstarkte Phosphorylierung von Serin 10 durch Behandlung der Zellen mit Paclitaxel
und Colcemid konnte im Western Blot gezeigt werden. Die beiden Anti-Histon H3 K9ac-
Antikorper zeigten einen deutlichen Signalabfall bei den behandelten Zellen, was auf eine
verringerte Acetylierung an Lysin 9 hindeutete. Das Signal des Anti-Histon H3 K9acS10p-
Antikorpers nahm im Western Blot zu. Diese Ergebnisse lassen sich erst durch
Einbeziehung des Peptidarrays korrekt interpretieren.

Im Peptidarray zeigte der Antikdrper gegen doppelt modifiziertes Histon H3 (K9acS10p)
keine Reaktivitat mit Peptiden, die nur an Serin 10 modifiziert vorlagen. Daher muss dem
im Western Blot detektierten Signal eine Acetylierung an Lysin 9 zugrunde liegen. Die
beiden Antikorper gegen acetyliertes Lysin 9 zeigten im Western Blot jedoch ein
reduziertes Signal. Im Peptidarray war fir beide Antikdrper aber eine Insensitivitat
gegenuber doppelt modifizierten Peptiden (K9acS10p) detektiert worden. Dies deutet
darauf hin, dass die Epitopbindung der Antikérper durch die Paclitaxel- und
Colcemid-induzierte Phosphorylierung von Serin 10 verhindert wird.

Somit ergibt die Kombination der Informationen aus Peptidarray und Western Blot ein

schlissiges Bild der Modifikationsanderungen: Bedingt durch die Behandlung der
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HeLa-Zellen mit Paclitaxel und Colcemid kommt es zu einer erhéhten Phosphorylierung
an Serin 10, wodurch die Bindung der beiden Anti-Histon H3 K9Qac-Antikdrper an ihr
Epitop verhindert wird und der Eindruck entsteht, dass die Acetylierung an Lysin 9
reduziert wird. Dieses Beispiel zeigt, wie wichtig eine detaillierte Analyse der
Bindungseigenschaften modifikationsspezifischer Anti-Histon-Antikorper fir die korrekte
Interpretation der Ergebnisse ist. Der hier beschriebene Peptidarray ist somit eine
wirksame Methode, um die korrekte Interpretation epigenetischer Analysen zu
gewabhrleisten.

Mit diesen methodischen Arbeiten war nun die Basis gelegt, um komplexe Proteinprofile
von Sphéroiden zu generieren. Die RPPA-Methode war an die Sphéaroide mit ihren
kleinen Zellzahlen adaptiert und die zur Analyse eingesetzten Antikérper im Detail
charakterisiert worden. Auf diese Grundlagen aufbauend konnte nun die Wirkung dreier
proprietarer Antitumorsubstanzen der 4SC AG, die sich in spaten Entwicklungsphasen

befinden, auf Spharoiden analysiert werden.

5.2 Analyse der Wirkung eines neuartigen Kinesin-Inhibitors

Antimitotika werden haufig zur Behandlung von Tumoren eingesetzt und wirken durch
gezielte Stbrung des Spindelapparats, welcher fir eine erfolgreiche Mitose und Zellteilung
bendtigt wird. Ein Ziel antimitotischer Medikamente stellen Mikrotubuli dar, deren Abbau
beispielsweise durch Paclitaxel (Taxol) inhibiert wird, wohingegen Vincaalkaloide ihren
Aufbau inhibieren. Da den Mikrotubuli aber auch auf3erhalb der Mitose eine wichtige Rolle
zukommt, werden nicht nur stark proliferierende Tumorzellen von diesen Substanzen
getroffen und es kommt oft zu schweren Nebenwirkungen. Wirkstoffe gegen
mitosespezifische Zielproteine, beispielsweise das Kinesin Eg5, stellen eine

vielversprechende Alternative dar.

Bei der proprietaren Leitstruktur C5 der 4SC AG handelt es sich um einen
Kinesin-Inhibitor, welcher spezifisch Eg5 inhibiert. Eg5 spielt als mitotisches Kinesin eine
zentrale Rolle beim Spindelaufbau in der Mitose. Das Motorprotein Eg5 bewegt sich zum
Plusende der Mikrotubuli hin und ist fir die Aufteilung der Chromosomen auf die
Tochterzellen essentiell. Durch Inhibition von Eg5 wird die Separation der Zentrosomen
verhindert und es kommt zur Ausbildung monastraler Spindeln. Bipolare Spindeln, welche
fur die korrekte Aufteilung der Chromosomen in die Tochterzellen ndtig waren, kdnnen

hingegen nicht ausgebildet werden (Valentine et al. 2006, Huszar et al. 2009).
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Eg5 wirkt als Antriebsmotor fiir die vollstandige Separation der Zentrosomen. Nach Eintritt
der Zellen in die Mitose wird die Zentrosomenseparation durch Phosphorylierung von
Linker-Proteinen durch Aurora A und PLK1 initiiert (Maclrek et al. 2008, Mardin et al.
2011). PLK1 ist essentiell fur die Akkumulation von Eg5 an den Spindelpolen (Mardin et
al. 2011). Wahrscheinlich fihrt PLK1 tber die Nek9/6/7-Kaskade zur Phosphorylierung
von Eg5 an Serin 1033 und somit zu dessen Akkumulation an den Zentrosomen (Bertran
et al. 2011). Dort kommt es durch Cdkl1 zur Phosphorylierung von Eg5 an Threonin 928,
woraufhin Eg5 an Mikrotubuli bindet (Blangy et al. 1995).

Wird Eg5 inhibiert, so kommt es nicht zur Separation der Zentrosomen und monastrale
Spindeln werden ausgebildet. Im Gegensatz zu bipolaren Spindeln wird an den
Kinetochoren eine verringerte Zugspannung detektiert und der Spindel-Kontrollpunkt SAC
(spindle assembly checkpoint) wird aktiviert (Mayer 1999, Kapoor et al. 2000). SAC
verhindert bei inkorrekter Spindelanbindung an die Chromosomen ein Fortschreiten der
Mitose zwischen Metaphase und Anaphase und fihrt zu einem Arrest der Zellen in der
Metaphase. Der Spindel-Kontrollpunkt ist einer von drei Hauptkontrollpunkten im
Zellzyklus. Weitere Kontrollpunkte befinden sich vor Eintritt der Zelle in die S-Phase sowie
die M-Phase, wobei jeweils kontrolliert wird, ob alle nétigen Bedingungen fir das korrekte
Fortschreiten des Zellzyklus erfiillt sind (Elledge 1996). Ist dies nicht der Fall, so wird der
Zellzyklus bis zur Erfullung der Bedingungen am Kontrollpunkt gestoppt. Werden die
Bedingungen langerfristig nicht erfiillt, kann Apoptose induziert werden. Somit handelt es

sich bei Eg5 um ein attraktives Zielmolekdl fir neuartige Antitumorsubstanzen.

Der Mitosearrest der Zellen nach Behandlung mit Antimitotika hat weitreichende
Anderungen der Signaluibertragung zur Folge. Die Untersuchung der HT-29-Spharoide
nach Behandlung mit dem Kinesin-Inhibitor C5 zeigte besonders starke Effekte auf die
Phosphorylierung verschiedener Proteine. Sehr auffallig war die starke Phosphorylierung
von Histon H3 an Serin 10, Threonin 11 und Serin 28. Diese Histonmodifikationen sind
insbesondere in der Mitose beschrieben, wo sie trotz unterschiedlicher Kinetiken alle in
der Metaphase ihren Hohepunkt erreichen (McManus und Hendzel 2006). Wahrend der
Phosphorylierung an Serin 10 vor allem bei der Chromosomenkondensation eine wichtige
Rolle zukommt, wurde fir Threonin 11 eine Rolle beim Kinetochor-Aufbau und dem
Kontrollpunkt zwischen Metaphase und Anaphase postuliert (Van Hooser et al. 1998,
Zhou et al. 2008a).

Eine verstarkte Phosphorylierung von Histon H3 in HT-29-Zellen nach Behandlung mit
anderen Eg5-Inhibitoren konnte bereits gezeigt werden. Tao et al. (2005) detektierten mit

KSP-IA eine stark erhthte, mitosespezifische Phosphorylierung von Histon H3, Birk et al.
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(2012) eine erhéhte Phosphorylierung von Histon H3 an Serin 10 nach Behandlung mit
Ispinesib.

Die in dieser Arbeit detektierten Phosphorylierungen von Histon H3 an Serin 10,
Threonin 11 und Serin 28 deuten stark in Richtung Metaphase, wobei alle Modifikationen
auch in der Interphase beschrieben sind. Fir eine Metaphase-abhéangige
Phosphorylierung spricht insbesondere die Aktivitat von Aurora B, welche Histon H3
wahrend der Mitose an Serin 10 und Serin 28 phosphoryliert (Hsu et al. 2000, Giet und
Glover 2001). Sowohl Aurora B als auch Aurora A lagen nach Behandlung mit C5 erhoht
vor und ihre Aktivierung durch Phosphorylierung (T232/T288) nahm zu, was mittels RPPA
und Western Blot gezeigt werden konnte. Beide Kinasen sind in Tumoren oft
Uberexprimiert und spielen wichtige Rollen bei der Zellzyklusregulation. Die Expression
und Aktivitat von Aurora A gipfelt in der Pro-Metaphase, die von Aurora B in der
Metaphase (Dar et al. 2010).

T Aurora A/BT288p/T232p A — — —
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PLK1 T210p A \%
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Abbildung 32: Mitosearrest der HT-29-Zellen nach Behandlung mit einem Eg5-Inhibitor
Die Behandlung von HT-29-Sphéaroiden mit dem proprietdren Eg5-Inhibitor der 4SC AG (C5)
hatte die Induktion von Mitosemarkern zur Folge: Neben der Phosphorylierung von Aurora A
und B wurde flussabwérts PLK1 verstarkt phosphoryliert und die Phosphorylierung von
CDK1 verringert. Dies hat eine reduzierte Aktivitdt der regulatorischen Phosphatase PPla
und somit eine verstarkte Phosphorylierung von Histon H3 an Serin 28 zur Folge. Parallel
dazu wird Histon H3 an Serin 10 und Serin 28 durch Aurora B phosphoryliert.

Der in dieser Arbeit mittels RPPA detektierte Regulationszustand ist anhand der Dreiecke
ersichtlich.

Abkulrzungen: A — Hochregulation, ¥ — Herunterregulation, p — phospho

Aurora A ist in der G2-Phase des Zellzyklus als Kinase von PLK1 bekannt. Die
aktivierende Phosphorylierung von PLK1 (T210) beginnt in G2, gipfelt in der Metaphase
und fallt zur Anaphase hin wieder ab (Maclrek et al. 2008). PLK1 wiederum

phosphoryliert Regulatoren des CDK1-Cyclin B1-Komplexes, welcher den Eintritt in die
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M-Phase des Zellzyklus initiiert (Strebhardt 2010). Unter anderem wird Cdc25C aktiviert;
die aktivierende Phosphatase von CDK1 fuhrt zur reduzierten Phosphorylierung von
CDK1 (Y15) (Roshak et al. 2000).

Durch Behandlung der HT-29-Sphéroide mit C5 wurde neben den Aurorakinasen auch
PLK1 verstarkt phosphoryliert (Abbildung 32). Analog zu den beschriebenen
Zusammenhangen zwischen Aurora A, PLK1 und CDK1 wurde eine leicht verringerte
Phosphorylierung an CDK1 detektiert, was somit auf eine Initiation der M-Phase hinweist.
Des Weiteren konnte eine erhdhte inhibierende Phosphorylierung von PPla beobachtet
werden. Reguliert wird die Aktivitat der regulatorischen Phosphatase PP1 durch eine
inhibierende Phosphorylierung an Threonin 320, welche durch CDK1 erfolgt und vor allem
wahrend der Mitose erhoht ist (Kwon et al. 1997). PP1 fuhrt als Phosphatase von
Histon H3 nach Trennung der Chromosomen wahrscheinlich zur Dephosphorylierung von
Serin 10 und Serin 28 (Goto et al. 2002).

Zusammenfassend fuhrt der Kinesin-Inhibitor C5 in den HT-29-Sphéroiden somit zur
erhdhten Phosphorylierung von Histon H3, zur Aktivierung von Aurora A/B, PLK1 und
CDK1 und zur Inaktivierung der regulatorischen Phosphatase PPla (Abbildung 32). All
diese Modifikationen verstarken sich gegenseitig und sind insbesondere in der Metaphase
zu finden. Die deutliche Induktion dieser Metaphasemarker zeigt, dass sich die Mehrheit
der Zellen in der Metaphase befindet und nicht mehr zufallig verteilt in unterschiedlichen
Phasen des Zellzyklus. Die Behandlung der Zellen hat somit zu einer Synchronisation der
Zellen geflihrt: Die Zellen wurden in der Metaphase arretiert. Dies ist ein typischer, in der
Literatur beschriebener Mechanismus fir Kinesin-Inhibitoren, eine Wirkstoffklasse, in die
auch der Eg5-Inhibitor C5 fallt.

Ein bereits gut charakterisierter Eg5-Inhibitor ist Monastrol, welcher durch Arrest der
Zellen in der Mitose eine spezifische und reversible Zellzyklusblockade bedingt (Mayer
1999). Die Inhibition von Eg5 fuhrt zur Ausbildung monastraler Spindeln, deren labile
Bindung an die Kinetochore den Spindel-Kontrollpunkt aktiviert, wodurch die Zellen in der
Metaphase gehalten werden (Mayer 1999, Kapoor et al. 2000). Der Kontrollpunkt kann
erst tuberwunden werden, wenn alle Kinetochore stabil von Mikrotubuli gebunden sind.
Solange verhindern die rekrutierten Proteine Bubl, BubR1, Bub3, Madl und Mad2 die
Progression des Zellzyklus, indem sie die Ubiquitinligase-Aktivitat des
Anaphase-promovierenden Komplexes APC (anaphase-promoting complex) inhibieren.
Somit wird unter anderem Cyclin B nicht proteolytisch abgebaut, was fur die Initiation der

Anaphase essentiell ware (Burke und Stukenberg 2008).
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Verschiedene Zelllinien reagieren unterschiedlich auf die Behandlung mit antimitotischen
Substanzen. So kommt es zwar stets zu einer Aktivierung des Spindel-Kontrollpunkts und
somit zu mitotischem Arrest der Zellen, dieser fuhrt jedoch nur teilweise zum Zelltod in der
Mitose. Mitunter wird die Mitose auch ohne Zellteilung beendet, was zum Tod der Zellen
in der Interphase, einem erneuten Zyklusarrest oder aber zur weiteren Genomreplikation
und somit zu aneuploiden Zellen fihren kann (Rieder und Maiato 2004, Kops et al. 2005).
Zur Erklarung der unterschiedlichen Zellschicksale postulierten Gascoigne und Taylor
(2008) eine Konkurrenz zwischen mitotischer Abweichung und Apoptoseinduktion. Sie
zeigten wahrend des mitotischen Arrests einen stetigen Abfall des Cyclin B1-Niveaus bei
gleichzeitig ansteigenden Apoptosesignalen und postulierten unterschiedliche Kinetiken
und Schwellenwerte abh&angig vom genetischen Hintergrund der Zellen und daraus
resultierend unterschiedliche Zellschicksale. Durch Behandlung von HT-29-Zellen mit dem
Eg5-Inhibitor AZ138 wurde zuerst der Schwellenwert der Apoptoseinduktion erreicht,
bevor das reduzierte Cyclin B1-Niveau zu mitotischer Abweichung fiihrte. Somit zeigten
die Zellen einen mitotischen Arrest mit induzierter Apoptose. Dieser Effekt war jedoch
stark konzentrationsabhangig: Wahrend hohe Konzentrationen zur Apoptose fihrten, kam
es durch geringere Konzentrationen nur bei wenigen Zellen zum Zelltod in der Mitose
(Gascoigne und Taylor, 2008).

Tao et al. (2005) zeigten durch den Eg5-Inhibitor KSP-IA in HT-29-Zellen einen
anhaltenden, SAC-abhangigen mitotischen Arrest, jedoch ohne Apoptoseinduktion.
Leizerman et al. (2004) detektierten in HT-29-Zellen durch Monastrol eine erhéhte
Apoptoserate, allerdings nur schwache Effekte auf die Spaltung der Caspasen 3 und 8
sowie PARP. Zur Apoptoseinduktion war in HT-29-Zellen eine deutlich hohere
Monastrol-Konzentration noétig als beispielsweise in HCT-116-Zellen.

Ein deutlich erhoéhter mitotischer Index war in mehreren Publikationen nach Behandlung
von HT-29-Zellen mit Eg5-Inhibitoren detektiert worden (Kops et al. 2005). Shi et al.
(2008) zeigten einen hohen mitotischen Index nach Behandlung mit dem Eg5-Inhibitor
K5I, wohingegen der apoptotische Index sowie die Zytotoxizitat eher gering waren. Birk et
al. (2012) untersuchten die Wirkung des Eg5-Inhibitors Ispinesib auf verschiedene
Zelllinien. Hierbei war der mitotische Index in HT-29-Zellen am hdéchsten, obwohl die

Zellen vergleichsweise langsam in Apoptose gingen.

Das in dieser Arbeit detektierte Phosphorylierungsprofil deutet stark auf einen mitotischen
Arrest der Zellen nach Behandlung mit dem Eg5-Inhibitor C5 hin, allerdings konnte keine
verstarkte Expression oder Aktivierung von Apoptosemarkern gezeigt werden. Untersucht
wurden neben den Caspasen 3 und 8 auch PARP sowie verschiedene Proteine des
intrinsischen Apoptosewegs. Somit konnte in den HT-29-Zellen analog zu Tao et al. keine

Apoptoseinduktion nach Behandlung mit dem Eg5-Inhibitor detektiert werden. Bei
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Gascoigne und Taylor wie auch bei Leizerman et al. wurde zwar eine Apoptoseinduktion
gemessen, jedoch wurde auch die Konzentrationsabhangigkeit der Effekte deutlich. Laut
Gascoigne und Taylor bestimmt auBerdem das Gleichgewicht zwischen
Cyclin B1-Proteolyse und Apoptoseinduktion das Zellschicksal. Mdglicherweise war nach
46-stindiger Behandlung der HT-29-Sphéaroide mit C5 der Schwellenwert der
Apoptoseinduktion noch nicht erreicht und das Schicksal der HT-29-Zellen wird erst nach
langeren  Behandlungsdauern bzw. bei hdheren Behandlungskonzentrationen
entschieden. Auch die anderen zitierten Arbeiten unterstiitzen den in dieser Arbeit
gefundenen Mitosearrest sowie die Insensitivitdt von HT-29-Zellen auf Apoptoseinduktion.
Moglicherweise konnte durch eine erhgohte Behandlungskonzentration bzw. durch eine
verlangerte Behandlungsdauer die Apoptoseinduktion beglnstigt werden. Auf einer
anderen Zelllinie konnten durch die Substanz C5 bereits in 20-fach geringerer
Wirkstoffkonzentration nach 48 h deutliche apoptotische Effekte beobachtet werden
(unveroffentlichte Ergebnisse der 4SC AG). Dies spricht dafiir, dass die durch C5 nicht
detektierbare  Apoptoseinduktion auf die Charakteristika der Zelllinie HT-29

zurtickzufuhren ist.

In dieser Arbeit konnte eine Vielzahl von Proteinen nach Behandlung mit C5 verstarkt
phosphoryliert detektiert werden. Auffallig ist, dass viele dieser Proteine uUber den

mTOR-Signalweg miteinander verkniipft sind.

PDKL —> Akt A MAPK
T308p
| ERK1/2 A p38 MAPK A
J T202p/Y204p  T180p/Y182p
~—— mToR <77 T Lo |
I | | | I |
V, | % | I |
p70S6K A ——+———> S6 A <——|—-| Rsk1A " JRR SR
T389p V% $235p/236p, $380p, T573p | I
AE.BPLA  S240p/Sddp | : |
S65p v vV
elF4E A Mnk1 A MSK1 A
$209p T250p/255p $360p, S376p

Abbildung 33: Aktivierung der mTOR- und MAPK-Signalwege durch den Eg5-Inhibitor
Durch Inkubation der HT-29-Sphéroide mit dem Eg5-Inhibitor wurden einige Proteine der
proliferativen Signalwege mTOR und MAPK aktiviert. Die Aktivierungen kénnen im
Flussdiagramm nachvollzogen werden. Die Dreiecke spiegeln die in dieser Arbeit mittels
RPPA detektierten Regulationszustidnde wider. Die verstarkte Aktivierung von 4E-BP1,
p70-S6K und S6 hat die Cap-abhangige Translationsinitiation zur Folge.

Abkirzungen: A — Hochregulation, ¥ — Herunterregulation

118



Diskussion

MTOR liegt unter anderem im Proteinkomplex mTORC1 vor, welcher Akt-abhangig oder
Ras-ERK-RSK-abhangig aktiviert werden kann (Ma und Blenis 2009, Magnuson et al.
2012). Flussabwarts von mTORCL1 liegen p70-S6K und 4E-BP1. p70-S6K (T229) wird wie
auch Akt (T308) durch PDK1 phosphoryliert (Alessi et al. 1997, 1998, Pullen et al. 1998).
Zur vollstandigen Aktivierung muss p70-S6K auf3erdem durch mTOR an Threonin 389
phosphoryliert werden (Burnett et al. 1998, Weng et al. 1998).

p70-S6K (T389) lag in dieser Arbeit nach Behandlung der HT-29-Zellen mit C5 verstarkt
phosphoryliert vor, was die relative Aktivierung im Verhaltnis zum Gesamtprotein zeigte.
Auch flussaufwarts von mTOR konnte eine deutlich verstarkte Phosphorylierung von
ERK1/2 sowie RSK1 beobachtet werden; ebenso lag Akt verstarkt phosphoryliert vor
(Abbildung 33).

MTOR wirkt als kritischer Regulator der Translationsinitiation tber 4E-BP1, p70-S6K und
das ribosomale Protein S6. Sowohl p70-S6K als auch 4E-BP1 und S6 lagen nach
Behandlung mit C5 verstarkt phosphoryliert vor. 4E-BP1 bindet in ruhenden Zellen den
Translationsinitiator elF4E inhibierend und verhindert so die Cap-abhangige
MRNA-Translation. Die mTOR-abhangige Phosphorylierung von 4E-BP1 fiihrt jedoch zur
Loslésung von elF4E und es kommt zur Translationsinitiation, was eine verstarkte
Proteinsynthese zur Folge hat (Brunn et al. 1997, Magnuson et al. 2012). Aul3erdem
werden mTOR-abhéngig durch p70-S6K sowie ERK-abhangig durch RSK weitere
translationsinitierende Proteine phosphoryliert. Beide Kinasen phosphorylieren unter
anderem das ribosomale Protein S6, wobei die funktionelle Signifikanz dieser
Phosphorylierung nicht geklart ist (Pende et al. 2004, Meyuhas 2008, Magnuson et al.
2012).

Der Translationsinitiator elF4E kann durch Mnk1 an Serin 209 phosphoryliert werden, was
zur Aktivierung fuhrt, jedoch nicht essentiell fir die Translationskontrolle ist (Pyronnet et
al. 1999, Waskiewicz et al. 1999, Ueda et al. 2004). Die Kinase von Mnk1 ist wiederum
ERK1/2, welche auRerdem RSK an Threonin 573 phosphoryliert (Waskiewicz et al. 1997,
1999, Dalby et al. 1998). ERK1/2, RSK, Mnkl und elF4E wurden in dieser Arbeit nach
Behandlung mit C5 verstarkt phosphoryliert detektiert, ebenso p38 MAPK, welche
gemeinsam mit ERK1/2 fur die Phosphorylierung von MSK1 verantwortlich ist (Deak et al.
1998). Auch bei MSK1 konnte eine erhdhte Phosphorylierung an Serin 360 und Serin 376

detektiert werden.

Die beobachteten Effekte auf mTOR- und MAPK-Signalwege deuten somit auf eine
Aktivierung der Cap-abhangigen mRNA-Translation und damit auf eine erhéhte
Proteinexpression hin (Abbildung 33). Diese Beobachtungen stehen in Kontrast zum

zuvor diskutierten mitotischen Arrest der Zellen, ausgeldst durch den Eg5-Inhibitor C5.
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Mdglicherweise sind somit nicht alle Zellen vom mitotischen Arrest betroffen und C5
bewirkt in Zellen in der Interphase eine Translationsinitiation. Hieraufhin deuten auch
Ki-67 und Rb, welche durch Behandlung mit C5 in ihrer EXxpression bzw.
Phosphorylierung verandert wurden.

In den mit C5 behandelten HT-29-Sphéaroiden konnte eine deutlich erhohte
Phosphorylierung des Retinoblastom-Proteins Rb an Serin 807 und Serin 811 detektiert
werden. Diese CDK3/Cyclin C-abhéngigen Phosphorylierungen sind fur die Transition der
Zellen von GO in G1 essentiell (Sage et al. 2003, Ren und Rollins 2004). Des Weiteren
wurde eine erhohte Expression von Ki-67 gemessen. Dieser Marker wird nur in
proliferierenden Zellen exprimiert wird, wahrend in ruhenden Zellen kein Ki-67 detektiert
werden kann (Gerdes et al. 1984, Endl und Gerdes 2000). Die verstarkte
Phosphorylierung von Rb in Kombination mit der erhéhten Expression von Ki-67 kdonnte
somit auf eine C5-bedingte Transition ruhender Zellen aus GO in den aktiven Zellzyklus
hinweisen. Da die Expression von Ki-67 im Laufe des Zellzyklus von der S-Phase zur
Mitose hin zunimmt, kdnnten auferdem mitotisch arretierte Zellen zum erhohten
Ki-67-Niveau beitragen (Scholzen und Gerdes 2000).

lyer et al. (1999) analysierten mittels MmRNA-Mikroarrays die Antwort ruhender
Fibroblasten auf Serumgabe anhand der Expression von 8613 humanen Genen.
Innerhalb von 15 min kam es zur prompten Expression von IEGs (immediate early genes,
unmittelbar friilhe Gene), wie c-jun und c-fos, welche analog zur Proteinsynthese uber
ERK1/2 und p38 MAPK induziert werden. Bezogen auf die mit C5 beobachteten Effekte
kénnte somit die Transition ruhender Zellen aus GO in den Zellzyklus die induzierte
Proteinsynthese zur Folge haben. Moglicherweise werden auch diese vormals ruhenden
Zellen im weiteren Verlauf des Zellzyklus in der Metaphase arretiert. Besonders spannend
ist diese Beobachtung im Hinblick auf Tumorstammzellen. Tumorstammzellen werden in
Zusammenhang mit Metastasierung, erworbener Medikamentenresistenz und Ruckfallen
gesehen (Vermeulen et al. 2012). Von konventionellen Medikamenten werden sie jedoch
meist nicht bekadmpft, weil diese auf replizierende Zellen abzielen und die in GO
befindlichen Tumorstammzellen somit nicht treffen. Ein moglicher Ansatz, um auch
Tumorstammzellen zu therapieren, ist daher die Induktion ihres Eintritts in den Zellzyklus
(Li und Bhatia 2011).

Die erhohte Expression von Ki-67 nach Behandlung mit C5 sowie die fir die
GO-G1-Transition essentielle Phosphorylierung von Rb (S807/S811) sind erste Anzeichen
fur einen Eintritt ruhender HT-29-Zellen in den Zellzyklus. Fiur eine abschliel3ende
Aussage mussen diese Hinweise aber durch Analyse weiterer Proteine, welche die
GO-G1-Transition beeinflussen, beispielsweise p53, Cyclin C, CDK3 und MEF/ELF4,

sowie durch Analyse der C5-Wirkung auf synchronisierte Zellen weiterverfolgt werden
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(Ren und Rollins 2004, Li und Bhatia 2011).

Interessant waren auflerdem ortsaufgeloste Analysen von Spharoiden, da sich im
Sphéaroidzentrum ruhende Zellen befinden, wéahrend die Zellen in der Peripherie
proliferieren (Sutherland 1988). Moglicherweise reagieren somit zwei Zellpopulationen
innerhalb der Sphéroide unterschiedlich auf die Behandlung mit C5: Wahrend die
ruhenden Zellen im Spharoidinneren durch Phosphorylierung von Rb in den Zellzyklus
Uberfihrt werden, werden proliferierende Zellen in den &uf3eren Spharoidschichten
mitotisch arretiert (Abbildung 34). Ortsaufgeloste Analysen in Spharoiden wurden
beispielsweise von Lobjois et al. (2009) durchgefihrt und zeigten bereits einen starken
Effekt der zellularen Mikroumgebung auf die Wirkung von Antitumorsubstanzen.

proliferierende _ ruhende
Zellen Zellen
Inhibition
v Rb
SAC-Aktivierun
& P p
\l/ S807 S811
Mitosearrest G0 —> G1

Abbildung 34: Modell far die Wirkung des Eg5-Inhibitors auf unterschiedliche
Zelltypen im Spharoid

Durch den Eg5-Inhibitor wurde einerseits ein Mitosearrest detektiert, der - fir
Kinesin-Inhibitoren typisch - durch Aktivierung des Spindel-Kontrollpunkts ausgeldst wird.
Auf3erdem konnte neben einer verstarkten Translationsinitiation, ein erhéhtes Ki-67-Niveau
sowie die Phosphorylierung von Rb an Serin 807 und Serin 811 detektiert werden. Diese
Phosphorylierungen sind essentiell fur die Transition ruhender Zellen aus GO in den aktiven
Zellzyklus. Da sich die Zellen im Sphéaroid in unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus
befinden, sind die gegenlaufigen Effekte des Eg5-Inhibitors mdglicherweise auf zwei
Zellpopulationen zuriickzufiihren: Wahrend in ruhenden Zellen des Sphéaroidzentrums die
GO0-G1-Transition initiiert wird, werden proliferierende Zellen in der Peripherie am
Spindel-Kontrollpunkt arretiert.

Abkurzungen: p — phospho

Das Sphéroidbild wurde freundlicherweise von Dr. Hella Kohlhof, 4SC AG, zur Verfligung
gestellt.

Dass die gesamte Proteinsynthese wahrend der Mitose im Vergleich zur Interphase um
25-30 % reduziert ist, wurde bereits gezeigt (Fan und Penman 1970, Bonneau und
Sonenberg 1987). Um die Theorie zweier Zellpopulationen, welche unterschiedlich auf die
Behandlung mit C5 reagieren, zu bestarken, soll im Folgenden das zeitliche Vorkommen
verschiedener Proteinmodifikationen in Bezug auf den Zellzyklus diskutiert werden.

4E-BP1 liegt zu Beginn der Mitose nur schwach phosphoryliert vor, der
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Phosphorylierungsgrad steigt aber im weiteren Verlauf an. Die Phosphorylierung durch
CDK1 wird dabei als Ausloser fur die Hyperphosphorylierung von 4E-BP1 gesehen (Van
Der Kelen et al. 2009). Diese Hyperphosphorylierung im Verlauf der Mitose fiihrt dazu,
dass die Cap-abhangige Translation in G1 schnell wieder ansteigt und erst in der S-Phase
durch eine erneute Assoziation von 4E-BP1 zu elF4E wieder reduziert wird (Heesom et al.
2001, Pyronnet und Sonenberg 2001). In GO kommt es zu einer inhibitorischen Bindung
von 4E-BP1 an den Translationsinitiator elF4E, wodurch die Cap-abhéangige Translation
verhindert wird (Brunn et al. 1997).

Die in dieser Arbeit beobachtete verstarkte Phosphorylierung von 4E-BP1 und elF4E
deutet somit darauf hin, dass sich die betroffenen Zellen in den Phasen G1 oder S, nicht
jedoch in der Mitose befinden. Dies bestéarkt die Vermutung, dass zwei Zellpopulationen
existieren, die unterschiedlich auf C5 reagieren.

Auch das zeitliche Vorkommen der Phosphorylierung von mTOR, p38 MAPK und ERK1/2
in Bezug auf den Zellzyklus spricht dafiir, dass die mit C5 detektierten Effekte zwei
Zellpopulationen widerspiegeln: Eine Zellpopulation mit initiierter Cap-abhéngiger
Translation, eine andere mit induzierter Mitose. In einer gro3 angelegten MS-basierten
Analyse der mitotischen Phosphorylierung in Nocodazol-arretierten HelLa-Zellen wurde
eine stark verringerte Phosphorylierung von ERK1/2, p38 MAPK und MEK2 detektiert
(Dephoure et al. 2008). In Ubereinstimmung dazu wurde in Nocodazol-synchronisierten
CHO-Zellen eine Aktivierung von ERK1/2 wahrend des gesamten Zellzyklus, mit
Ausnahme der Metaphase, nachgewiesen. Sehr stark war die ERK1/2-Phosphorylierung
vor allem in der G2-M- aber auch in der G1- und S-Phase (Tamemoto et al. 1992). Dies
deutet auf eine essentielle Funktion von ERK1/2 in der G2-M-Transition hin, neben der
bekannten Funktion in der GO-G1-Transition (Pages et al. 1993, Brunet et al. 1994, Wright
et al. 1999).

Es ist somit wahrscheinlich, dass die beobachtete erhdhte Phosphorylierung von ERK1/2
nicht durch mitotische Zellen, sondern durch eine Zellpopulation in der Interphase bedingt
ist. Zu diesem Ergebnis kamen auch Deacon et al. (2003), die nach Behandlung mit
Nocodazol zwei Hela-Zellpopulationen vorfanden: Eine mitotische Population mit
aktivierter p38 MAPK sowie eine nicht-mitotische Population mit phosphoryliertem ERK1/2
und JNK.

Die Behandlung von HT-29-Sphéroiden mit dem Eg5-Inhibitor C5 fir 46 h zeigte
weitreichende Effekte auf die Signaltubertragung. Durch deren detaillierte Analyse konnten
Wirkmechanismen von C5 aufgeklart werden.

Die Aktivitdt mitotisch aktiver Kinasen wie Aurora A/B, PLK1, CDK1 sowie die stark

erhohte Phosphorylierung von Histon H3 an Serin 10, Threonin 11 und Serin 28 deuteten
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auf einen durch C5 bedingten mitotischen Arrest der Zellen in der Metaphase hin. Diese
Wirkung von Eg5-Inhibitoren ist in der Literatur bereits beschrieben und beruht auf einer
Aktivierung des Spindel-Kontrollpunkts. Abhangig von Zellliniencharakteristika kommt es
daraufhin zur Induktion der Apoptose. Wie in der Literatur beschrieben, reagieren
HT-29-Zellen auf antimitotische Substanzen mit Metaphasearrest. Das weitere
Zellschicksal ist jedoch von der antimitotischen Substanz, der Konzentration und der
Behandlungsdauer abhédngig, was die in dieser Arbeit nicht detektierte Induktion von
Apoptosemarkern erklart.

Die erhdhte Phosphorylierung von Rb sowie die Induktion von Ki-67 lassen vermuten,
dass C5 auch ruhende Zellen beeinflusst, moglicherweise durch Induktion der
GO-G1-Transition. Wahrscheinlich stammen die beobachteten Effekte von zwei
Zellpopulationen, auf welche C5 in verschiedenen Phasen des Zellzyklus einwirkt: Im
aktiven Zellzyklus befindliche Zellen werden in der Metaphase arretiert, wahrend ruhende
Zellen aus GO in G1 und somit in den Zellzyklus Uberfihrt werden. Fir eine
Zellpopulation, welche parallel zu den mitotisch arretierten Zellen existiert, spricht auch
die Aktivitat von ERK1/2, welches laut Literatur in der Metaphase nicht aktiviert vorliegt.
AulRerdem konnte eine deutliche Induktion der Cap-abhangigen Translation beobachtet
werden. Dies wurde aus der erhdhten Aktivitat von ERK1/2, p38 MAPK, Akt und weiteren
von diesen Kinasen abhéngigen Proteinen sowie letztendlich aus der erhéhten
Phosphorylierung von 4E-BP1 und elF4E geschlossen. Da die Proteinsynthese in der
Mitose stark reduziert ist und die Cap-abhangige Translation erst in G1 und S wieder
zunimmt, deutet auch dies darauf hin, dass diese Effekte Zellen zuzuschreiben sind, die
durch C5 die ruhende GO-Phase verlassen haben und sich nun in der Interphase
befinden.

5.3 Analyse der Wirkung eines neuartigen Histon-Deacetylase-

Inhibitors aus der Klasse der Hydroxamsauren

Neben dem bereits diskutierten Eg5-Inhibitor wurden in dieser Arbeit zwei weitere
proprietare Medikamentenkandidaten der 4SC AG analysiert. Dabei handelt es sich um
Substanzen aus der Klasse der Histon-Deacetylase-Inhibitoren (HDACI). Erste Vertreter
dieser neuen Klasse von Antitumorsubstanzen, Vorinostat (Suberoylanilid
Hydroxamséure, SAHA) und Romidepsin, sind bereits fir die Behandlung des kutanen
T-Zelllymphoms zugelassen. HDACi bewirken durch Inhibition von Histon-Deacetylasen
(HDAC) primér eine verstarkte Acetylierung von Histonschwanzen. Dadurch wird die

Packungsdichte der DNA verringert, Gene werden fir die Transkriptionsmaschinerie
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zuganglich und Tumorsuppressoren werden verstarkt exprimiert. Neben den Histonen
sind weitere Zielproteine von Histon-Deacetylasen bekannt. HDACi bewirken einen
Zellzyklusarrest, Apoptoseinduktion sowie Zelldifferenzierung. Die grundlegenden
Mechanismen der Anti-Tumor-Wirkung von HDACIi sind bisher jedoch weitgehend
ungeklart.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Anderungen in der Signaliibertragung nach Behandlung
von Spharoiden mit den proprietaren HDACi C1 und C2 untersucht. Das Augenmerk lag
dabei auf Effekten der beiden Substanzen auf die Kolontumorzelllinie HT-29. Zusatzliche
Informationen Uber ihre Wirkung auf Stammzellcharakteristika wurden durch Analyse der
Keimzelltumorlinie NCCIT gewonnen.

Die beiden HDACI zeichnen sich durch charakteristische Wirkprofile aus: C1 besitzt als
Pan-HDACi aus der Klasse der Hydroxamsauren, analog zu Trichostatin A und
Vorinostat, eine breite Substratspezifitdt. C2 inhibiert hingegen hauptsachlich HDACs der
Klasse |, da es sich, wie bei Entinostat, um ein Benzamid-Analogon handelt (personliche
Kommunikation 4SC AG).

Im Folgenden soll das Augenmerk auf die Analyse der mit Cl behandelten
HT-29-Spharoide gerichtet werden und die Wirkung von C1 mit beschriebenen Effekten

von Vorinostat in Verbindung gebracht werden.

Die Analyse des Histon-Acetylierungsprofils nach Behandlung der HT-29-Spharoide mit
C1 zeigte eine stark erhthte Acetylierung von Histon H3 an Lysin 9 sowie Histon H2B an
Lysin 5. Mittels Peptidarrays zur Charakterisierung der Anti-Histon-Antikérper konnten
Nebenreaktionen dieser Antikdrper zu acetyliertem Histon H3 (K27) und Histon H4 (K20)
nachgewiesen werden. Somit kénnten auch diese Aminoséauren von der verstarkten
Acetylierung betroffen sein. In der Literatur sind Effekte von Vorinostat auf die
Acetylierung der Histone H2B, H3 und H4 in verschiedenen Zelltypen beschrieben. Die
Kinetik der Acetylierung h&ngt dabei sowohl von den untersuchten Zellen als auch von
den Behandlungskonzentrationen ab (Dedes et al. 2009, Hwang et al. 2009, LaBonte et
al. 2009, Novotny-Diermayr et al. 2010, Liu und Xing 2012). Um ein detailliertes
Acetylierungsprofil der Substanz Cl1 zu erstellen, soliten daher mehrere

Behandlungszeitpunkte untersucht werden.

Durch Behandlung mit C1 konnte eine deutliche Induktion von Apoptosemarkern
beobachtet werden. Die Menge an aktiver, gespaltener Caspase 3 war 5-fach erhdht und
der Effekt der Caspaseaktivierung konnte flussabwarts zu PARP weiterverfolgt werden.
Dieses Substrat von Caspase 3 wird durch Spaltung inaktiviert und somit an der

Reparatur von DNA-Strangbriichen gehindert (Nicholson et al. 1995, Tewari et al. 1995).
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Zudem wurde eine Reduktion der Gesamtsignale von Caspase 3 und PARP detektiert,
mdglicherweise bedingt durch eine reduzierte Affinitat der Antikbrper an die gespaltenen
Formen.

Apoptoseinitiation durch Caspase 3 kann einerseits Uber den extrinsischen Weg, durch
Aktivierung der Caspasen 8 und 10, andererseits uber den intrinsischen Weg und
Caspase 9 erfolgen (Ola et al. 2011). In dieser Arbeit wurden insbesondere Proteine des
intrinsischen Apoptosewegs untersucht: BAX wirkt proapoptotisch indem es Oligomere
ausbildet, an Porenproteine der Mitochondrienmembran bindet und so zur Freisetzung
von Zytochrom C fuhrt (Jirgensmeier et al. 1998, Marzo et al. 1998). Bcl-X(L) bindet BAX
und fuhrt so zur Inhibition dessen proapoptotischer Wirkung (Ming et al. 2006). BAX
konnte leicht erhoht detektiert werden, die Menge an antiapoptotischem Bcl-X(L) war
reduziert. Die Anderungen im Expressionsgrad von BAX und Bcl-X(L) deuten auf eine
Aktivierung des intrinsischen Apoptosewegs hin, eine Beteiligung des extrinsischen
Apoptosewegs wurde in dieser Arbeit nicht untersucht.

In verschiedenen Arbeiten wurden bereits Effekte von Vorinostat auf den intrinsischen
sowie den extrinsischen Apoptoseweg nachgewiesen: In thyroidalen Karzinomzelllinien
waren unter anderem Bcl-X(L) herunterreguliert, BAX transient hochreguliert und die
Caspasen 3, 7, 8 und 9 sowie PARP verstarkt gespalten detektiert worden (Mitsiades et
al. 2005, Luong et al. 2006). In Kolonkarzinomzelllinien konnte durch Vorinostat ebenfalls
eine verringerte Bcl-X(L)-Menge sowie die Spaltung von PARP detektiert werden (Sun et
al. 2010). Hwang et al. (2009) detektierten die Spaltung der Caspasen 3, 8 und 9,
wodurch sie eine Aktivierung des intrinsischen und des extrinsischen Signalwegs
nachweisen konnten. In HT-29-Zellen konnten Portanova et al. (2008) durch Vorinostat

ebenfalls eine verstarkte Spaltung der Caspasen 3, 8 und 9 zeigen.

Analog zu den in dieser Arbeit detektierten Effekten in HT-29-Sphéaroiden, kam es nach
Behandlung von Myelomzellen mit C1 (Resminostat) zur verstarkten Spaltung der
Caspasen 3, 8 und 9 sowie zur Induktion von Bcl-X(L) (Mandl-Weber et al. 2010). Mandl-
Weber et al. detektierten aul3erdem eine reduzierte Proliferationsrate, welche auf eine
erhohte Apoptoserate sowie einen reprimierten Zellzyklus zuriickgefiihrt werden konnte.
Dies zeigte sich unter anderem an den reduzierten Niveaus von Cyclin D1, Cdk4, p53 und
Cdc25A sowie der verringerten Phosphorylierung von Rb und der Induktion von p21. Auch
in dieser Arbeit konnte p21 erhoht detektiert werden, bei gleichzeitig reduzierter
Phosphorylierung von Rb sowie einem reduzierten Cdc25A-Niveau.

Die HDACIi-abhangige Induktion von p21 ist ein gut beschriebener Effekt und hat einen
Zellzyklusarrest zur Folge (Richon et al. 2000). Glaser et al. (2003) postulierten die
Induktion von p21 als abnormalen Kontrollpunkt, da den meisten Tumorzellen

funktionsfahiges p53 oder Rb und somit ein funktioneller G1/S-Kontrollpunkt fehlt. Durch

125



Diskussion

Induktion von p21 kommt es in Tumorzellen zu Apoptose, wohingegen normale Zellen
verschont bleiben (Glaser et al. 2003). Dies stellt eine Begriindung fiir die selektive

Wirkung von HDACI auf Tumorzellen dar.

Betrachtet man Aurora A, welche vor allem beim Kolonkarzinom hé&ufig tberexprimiert ist,
so wird deutlich, dass deren Menge durch Behandlung der HT-29-Spharoide mit C1
deutlich abnahm (Bischoff et al. 1998). Ihre relative Aktivitat, definiert durch das Verhaltnis
der Phosphorylierung an Threonin 288 im Vergleich zur Gesamtmenge, nahm hingegen
zu. Die phosphorylierte Form von Aurora A ist besonders anfallig fir den Abbau uber die
Ubiquitin-Ligase APC (anaphase promoting complex), welche im Verlauf der Mitose zum
proteasomalen Abbau der aktivierten Aurora A fuhrt (Walter et al. 2000). Dies spiegelt
sich in den Ergebnissen dieser Arbeit wider: Aurora A liegt stark phosphoryliert vor,
wodurch der proteasomale Abbau verstarkt und die Gesamtmenge reduziert wird.
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Abbildung 35: Modell der Inhibition von HSP90 durch Histon-Deacetylase-Inhibitoren
A) HSP9O liegt in der Zelle im Komplex 